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APRESENTAÇÃO 
 
Os dois trabalhos apresentados nesta tese foram realizados com 
espécimes clínicos isolados de centros médicos localizados na América Latina através 
do programa de vigilância denominado SENTRY – Antimicrobial Surveillance Program. 
Esse programa foi estabelecido em janeiro de 1997 com o objetivo de identificar as 
espécies bacterianas patogênicas mais freqüentes e seus perfis de sensibilidade aos 
agentes antimicrobianos utilizados na prática clínica, bem como agentes ainda em fase 
de estudo. Este programa também avalia o modo de disseminação e os mecanismos 
de resistência presentes em bactérias multirresistentes coletadas nos diversos centros 
participantes. 
O programa SENTRY coleta isolados clínicos e comunitários, em conjunto 
com suas respectivas informações epidemiológicas, provenientes de setenta centros 
médicos assim distribuídos: dez centros localizados nas regiões asiática e pacífica; 
trinta no Canadá e Estados Unidos; vinte na Europa; e dez na América Latina. Isolados 
apresentando fenótipo de resistência são encaminhados ao Laboratório BCARE (Bristol 
Centre for Antimicrobial Research and Evaluation; Universidade de Bristol; Inglaterra), 
para estudos moleculares e caracterização dos determinantes de resistência 
responsáveis pelo fenótipo em questão. 
Os trabalhos descritos nesta tese de doutorado relatam o encontro de 
genes que codificam tanto resistência a β-lactâmicos quanto a outras classes de 
agentes antimicrobianos, tais como aminoglicosídeos, cloranfenicol, sulfametoxazol em 
isolados clínicos de Pseudomonas aeruginosa. Esses genes foram encontrados em 
estruturas genéticas, as quais são capazes de promover a mobilização de genes 
Apresentação 
 
xv
cassetes entre diferentes bactérias, incluindo aquelas pertencentes a diferentes 
gêneros. 
O primeiro trabalho descreve o encontro de espécimes clínicos de P. 
aeruginosa recuperados em centros médicos na Venezuela e Chile produtores de VIM-
2, enzima capaz de degradar todos β-lactâmicos com exceção do monobactam 
aztreonam. O segundo trabalho relata o encontro de espécime clínico de P. aeruginosa 
produtor de uma nova enzima, a qual foi posteriormente denominada IMP-16. Esse 
segundo trabalho descreve detalhadamente as características moleculares do gene e 
seu contexto genético, assim como as propriedades cinéticas desta enzima. 
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1 .  I N T R O D U Ç Ã O .  
 
1 .1  Pseudomonas aeruginosa.  
A P. aeruginosa é uma bactéria aeróbia não esporulada que se 
caracteriza pela não utilização de carboidratos como fonte de energia. É microrganismo 
capaz de metabolizar carboidratos por meio da via oxidativa, sendo assim, também 
denominado oxidativo ou assacarolítico. Aqueles microrganismos que não utilizam 
carboidratos pela fermentação ou oxidativamente são referidos bioquimicamente como 
inertes ou não oxidativos (Koneman et al., 1997, Kiska & Gillian, 2003). 
Bactéria ubiqüitária, P. aeruginosa alcança facilmente o ambiente 
hospitalar, colonizando pacientes e funcionários. É considerado patógeno oportunista 
e, com o aumento dos procedimentos terapêuticos, diagnósticos invasivos e maior 
sobrevida dos pacientes hospitalizados, esse microrganismo tornou-se freqüentemente 
responsável por infecções nosocomiais tais como pneumonias, artrite séptica, 
infecções do trato urinário, infecções da corrente sangüínea, infecções de ferida 
operatória, conjuntivites e infecções em pacientes portadores de fibrose cística (Kiska & 
Gillian, 2003, Sader & Jones, 2005, Koneman et al., 1997). 
Durante as últimas décadas, P. aeruginosa obteve papel de destaque em 
decorrência do aumento de infecções nosocomiais causadas por esse microrganismo, 
aliado à sua resistência intrínseca contra diversos agentes antimicrobianos e sua 
capacidade de desenvolver resistência (Sader & Jones, 2005, Quinteira et al., 2005, 
Toleman et al., 2005, Linden et al., 2003). 
Em hospitais americanos, a P. aeruginosa é o primeiro patógeno 
responsável por pneumonias hospitalares em pacientes internados em UTIs, segundo 
dados reportados pelo National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) System do 
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Centers for Disease Control and Prevention (CDC) coletados entre 1992 e 1999. Ainda 
segundo esses dados, a P. aeruginosa é a quarta causa mais comum de infecções 
urinárias e o sexto patógeno mais freqüentemente isolado em corrente sangüínea em 
pacientes internados em UTIs (National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), 
1999). 
De acordo com dados demonstrados pelo programa SENTRY, coletados 
de centros médicos localizados na América Latina, a P. aeruginosa é o quinto, primeiro 
e terceiro patógeno mais freqüente em infecção de corrente sanguínea, infecção do 
trato respiratório inferior e infecção do trato urinário, respectivamente (Sader et al., 
2004). 
 
1 .2  Sensib i l idade  aos ant imicrobianos β - lac tâmicos.  
Nos últimos anos, tem-se observado maior freqüência quanto ao 
isolamento de P. aeruginosa multirresistente, ocasionando, assim, maior uso de β-
lactâmicos mais potentes, tais como carbapenens (Quinteira et al., 2005). Atualmente, 
esses agentes são importantes opções terapêuticas utilizadas em infecções 
nosocomiais causadas por P. aeruginosa. Isso deve-se à sua elevada afinidade pelas 
proteínas ligadoras de penicilina do tipo 2b (PBP2b), estabilidade a muitas β-
lactamases, incluindo β-lactamases de amplo espectro (ESBL) e β-lactamases 
cromossomais (AmpC), e excelente permeabilidade através da membrana externa 
bacteriana (Woodford et al., 2000). 
Dados coletados pelo NNIS entre 1992 e 2004 mostram contínuo e 
preocupante aumento da resistência bacteriana a antimicrobianos em hospitais 
americanos. Em amostras isoladas de pacientes com infecção nosocomial internados 
em unidades de terapia intensiva (UTIs), a prevalência de P. aeruginosa resistente à 
cefalosporina de terceira geração e imipenem foi de 31,9% e 21,1% entre janeiro e 
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dezembro de 2003, correspondendo a um aumento de 20% e 15% em relação ao 
período anterior, 1998 a 2002, respectivamente (National Nosocomial Infections 
Surveillance (NNIS), 2004). 
Dados provenientes do programa SENTRY mostram que, em geral, 
30,2% das amostras de P. aeruginosa isoladas nos quatro centros médicos 
participantes no Brasil são resistentes aos carbapenens. Essa taxa mostra-se ainda 
mais elevadas em amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes hospitalizados em 
unidades de terapia intensiva. Dados coletados entre 1997 e 2001 mostram que, 
nessas unidades, as taxas de resistência aos carbapenens em P. aeruginosa eram de 
40,0% (Sader et al., 2001).  
A maior utilização de carbapenens, no ambiente hospitalar, reflete em 
maior pressão seletiva sobre a microbiota nosocomial e, nos dias atuais, são 
recuperados com relativa freqüência em hospitais brasileiros isolados clínicos de P. 
aeruginosa demonstrando sensibilidade somente à polimixina B (Poirel & Nordmann, 
2002). Em estudo realizado por Andrade e colaboradores (Andrade et al., 2003), 
constatou-se a presença de uma tendência na diminuição do encontro de P. 
aeruginosa sensíveis aos carbapenens recuperadas de pacientes internados em 
centros médicos na América Latina (sensibilidade a imipenem passou de 83.0% para 
64.4% entre os anos de 1997 e 2001). 
 
1 .3  Mecanismos de res is tênc ia  aos  β - l ac tâmicos.  
A produção de β-lactamases cromossômicas, as quais podem ser 
induzíveis, é responsável pela resistência intrínseca dos microrganismos aos β-
lactâmicos que induzem a produção dessa enzima (i.e. penicilinas e cefalosporinas de 
primeira e segunda geração) (Livermore, 2002, Poirel et al., 2005). Entretanto a 
resistência a β-lactâmicos de amplo espectro pode ser decorrente da hiperexpressão 
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das β-lactamases cromossômicas associadas à diminuição da permeabilidade da 
membrana externa (perda ou expressão reduzida de proteínas de membrana externa, 
porinas), ou ainda hiperexpressão de bombas de efluxo, as quais reduzem a 
concentração do antimicrobiano no interior das células (Livermore, 2001, Poirel et al., 
2005, Livermore, 2002). 
Recentemente, outros mecanismos que conferem resistência aos β-
lactâmicos de amplo espectro têm sido descritos, como, por exemplo, mecanismos 
mediados pela produção de outras β-lactamases descritas mais recentemente, sendo 
essas inclusive mais comumente responsáveis pela resistência a β-lactâmicos de 
amplo espectro (Poirel & Nordmann, 2002). Entre essas β-lactamases estão: i) β-
lactamases pertencentes à classe D de Ambler (Heritier et al., 2003, Afzal-Shah et al., 
2001b, Bou et al., 2000, Donald et al., 2000), ii) β-lactamases pertencentes à classe B 
de Ambler, ou também conhecidas como metalo-β-lactamases (MβL) (Toleman et al., 
2002d). 
 
1 .3 .1  β - lac tamases per tencentes  à  c lasse  B  ou meta lo -β -
lactamase.  
As MβLs são β-lactamases pertencentes à classe B de Ambler ou à 
classe 3 de Bush-Jacoby que hidrolisam todos β-lactâmicos comercialmente 
disponíveis, sendo a única exceção o monobactam, aztreonam (Bush, 1998a). Essas 
enzimas caracterizam-se por apresentarem a mesma estrutura tridimensional, 
necessitarem de dois íons divalentes, usualmente zinco, como co-fator para atividade 
catalítica, e por apresentarem resíduos conservados, os quais são responsáveis pela 
interação da enzima com os íons (Murphy et al., 2003c). 
Além disso, essas enzimas são inibidas por EDTA (ácido etileno-diamino-
tetracético) ou compostos derivados do ácido tiolático (ex.: ácido 2-mercaptopropiônico) 
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e não são inibidas por inibidores de serino-β-lactamases disponíveis comercialmente, 
como o ácido clavulânico, o sulbactam e o tazobactam (Bush et al., 1995). São 
produzidas intrinsecamente por determinados patógenos, tais como Stenotrophomonas 
maltophilia (Crowder et al., 1998, Avison et al., 2001, Spencer et al., 2001b), Bacillus 
cereus (Thompson & Malamy, 1990), Chryseobacterium meningosepticum (Rossolini et 
al., 1998), Chryseobacterium indologenes, Legionella gormanii, Caulobacter crescentus 
(Simm et al., 2001) e Aeromonas spp. (Walsh et al., 1998, Massidda et al., 1991, Walsh 
et al., 1996). 
Contudo, desde o início da década de 90, novos genes que codificam 
MβLs têm sido descritos em patógenos clinicamente importantes, tais como 
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e membros da família Enterobacteriaceae 
(Riccio et al., 2000c, Poirel et al., 2000c, Yan et al., 2001b). Esses novos genes os 
quais codificam MβLs estão inseridos em estruturas genéticas que acabam por 
fornecer mobilidade ao gene, sendo então conhecidos como MβLs móveis, ou também 
MβLs adquiridas. Atualmente são conhecidas quatro subclasses de MβL adquirida: IMP 
(imipenemase) (Osano et al., 1994b), VIM (Verona imipenemase) (Lauretti et al., 
1999b), SPM (São Paulo metalo-β-lactamase) (Toleman et al., 2002d) e mais 
recentemente GIM (German imipenemase) (Castanheira et al., 2004). 
O primeiro relato de MβL adquirida ocorreu em 1994 (Osano et al., 
1994b), onde foi descrito uma nova subclasse denominada IMP-1. Essa enzima foi 
encontrada em uma cepa clínica de Serratia marcescens isolada no Japão, a qual 
apresentava fenótipo de resistência a imipenem e cefalosporinas de amplo espectro. 
Desde então, novas variantes dessa subclasse foram relatadas em diferentes 
microrganismos isolados em diferentes regiões geográficas (Chu et al., 2001, Mendes 
et al., 2004d, Riccio et al., 2000c, Toleman et al., 2003c, Da Silva et al., 2002c, 
Docquier et al., 2003c, Iyobe et al., 2000c, Iyobe et al., 2002b, Yano et al., 2001b). 
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As variantes pertencentes à subclasse IMP parecem ser prevalentes na 
Ásia, sendo comumente encontradas em bacilos Gram-negativos não fermentadores 
(BGN-NF) (Achromobacter xylosoxidans, Pseudomonas spp. e Acinectobacter spp.); no 
entanto já houve relatos dessas enzimas em microrganismos pertencentes à família 
Enterobacteriaceae (Lincopan et al., 2005, Osano et al., 1994b, Yan et al., 2001b, 
Lartigue et al., 2004). 
O primeiro relato de uma MβL no continente americano ocorreu em 2002 
por Gibb e colaboradores (Gibb et al., 2002c). Os autores descreveram o encontro de 
uma cepa de P. aeruginosa em hospital canadense que apresentava alto grau de 
resistência aos carbapenens e ceftazidima. Análises posteriores revelaram a presença 
de uma nova enzima designada IMP-7. Esse relato foi seguido pelo encontro de uma 
variante de IMP na América Latina em 2003 por Gales e colaboradores (Gales et al., 
2003b), os quais descrevem uma cepa de A. baumannii isolada no complexo Hospital 
São Paulo/UNIFESP (São Paulo, SP). A análise do resultado de seqüenciamento dos 
400-bp (pares de base) provenientes da reação de PCR (reação da polimerase em 
cadeia) revelou tratar-se de um gene apresentando 100% de similaridade genética com 
a seqüência da blaIMP-1 anteriormente publicada no GenBank sob número S71932. 
Em um estudo posterior realizado com cepas clínicas deste mesmo 
hospital, isoladas durante os anos de 2002 e 2003, foi caracterizado o encontro do 
gene blaIMP-1 em sete cepas de Acinetobacter spp. e uma cepa de P. aeruginosa 
(Castanheira et al., 2003). Ainda em amostras brasileiras, uma cepa de P. aeruginosa 
foi isolada de um paciente internado no Hospital de Base de Brasília em 2002. Essa 
cepa apresentou fenótipo de resistência a todos β-lactâmicos, inclusive imipenem e 
meropenem, sendo que estudos posteriores revelaram tratar-se da presença de uma 
nova variante de IMP, designada mais tarde IMP-16 (Mendes et al., 2004d). 
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Em 1999, a segunda subclasse de MβL descrita foi denominada VIM-1. A 
presença dessa enzima foi observada em uma amostra de P. aeruginosa isolada em 
Verona, Itália (Lauretti et al., 1999b). As enzimas pertencentes à subclasse VIM 
apresentam menor número de variantes até então descritas, bem como distribuição 
concentrada em determinadas regiões geográficas, quando comparadas àquelas 
pertencentes à subclasse IMP. 
As variantes de VIM foram encontradas tanto em microrganismos 
fermentadores de glicose quanto naqueles não fermentadores. São enzimas (VIM) 
prevalentes na Europa, região onde foram originariamente encontrada em 1999 (Laraki 
et al., 1999c). Posteriormente, houve diversos relatos dessas enzimas em 
microrganismos isolados em países da Comunidade Européia (Bahar et al., 2004, 
Poirel et al., 2001d, Poirel et al., 2000c, Patzer et al., 2004, Prats et al., 2002, Walsh et 
al., 2003). No entanto as variantes de VIM também foram relatas na Ásia (Yum et al., 
2002, Yan et al., 2001b) e, mais recentemente, nos EUA (Toleman et al., 2004b), Chile 
e Venezuela (Mendes et al., 2004b). 
A terceira subclasse de MβL adquirida, SPM-1, foi encontrada em uma 
amostra de P. aeruginosa 48-1997, recuperada do trato urinário de um paciente 
hospitalizado no complexo Hospital São Paulo/UNIFESP (São Paulo, SP). Este isolado 
foi enviado ao programa SENTRY que, em parceria com o laboratório BCARE, 
caracterizou esse novo determinante de resistência. Esse gene parece estar 
especificamente relacionado à espécie de P. aeruginosa, uma vez que, até então, não 
foi encontrado em outras espécies bacterianas (Castanheira et al., 2004, Poirel et al., 
2004b, Gales et al., 2003a). Posteriormente, a mesma parceria ao estudar cinco cepas 
de P. aeruginosa provenientes de Dusseldorf, Alemanha, encontrou uma nova e quarta 
subclasse de MβL adquirida, denominada GIM-1 (Castanheira et al., 2004).  
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1.4  Contexto  genét ico  das  MβL adqui r idas .  
As MβL adquiridas são codificadas por genes cassetes localizados tanto 
no cromossomo quanto no plasmídio bacteriano. No entanto, com exceção da enzima 
SPM-1, a qual é codificada por um gene inserido em um plasmídio (Toleman et al., 
2002d, Poirel et al., 2004b), as demais MβL adquiridas são codificadas por genes 
localizados em integrons (Walsh et al., 2003, Mendes et al., 2004b, Toleman et al., 
2003c, Patzer et al., 2004, Mendes et al., 2004d). 
Embora a grande maioria dos integrons encontrados em isolados clínicos 
pertença à classe 1, existem atualmente duas outras classes distintas de integrons (i.e. 
classe 2 e 3). Membros das três classes possuem seus respectivos intI1, intI2 e intI3, 
os quais codificam integrases que compartilham similaridade entre 40 a 60%. A classe 
1 tem sido extensivamente estudada e os membros dessa classe foram originalmente 
classificados como integrons. A classe 2 constitui-se de uma estrutura genética 
encontrada em Tn7 (transposon) e elementos relacionados, porém essa classe é 
composta por uma integrase defeituosa e incapaz de promover a mobilização de genes 
cassetes. A classe 3 é composta de um único exemplo até hoje descrito (Collis et al., 
2002, Bennett, 1999). 
 
1 .4 .1  In tegrons de  c lasse  1 .  
Integrons de classe 1 são elementos genéticos constituídos de i) uma 
região conservada 5’ (5’-CS), formada por um gene intI1, uma região promotora e um 
sítio de recombinação (attI1); ii) uma região conservada 3’ (3’-CS) (Figura 1). Essa 
última região é geralmente composta do qacEΔ1 conjugado ao sul1, sendo que os 
genes codificam resistência a compostos de amônio quaternário e sulfonamidas, 
respectivamente (Collis & Hall, 1992, Collis et al., 1993, Collis & Hall, 1995, Recchia & 
Hall, 1997, Bennett, 1999, Partridge et al., 2000). 
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Logo à montante do intI1, integrons apresentam uma região promotora, a 
qual é responsável pela expressão dos genes cassetes inseridos entre as regiões 
conservadas 5’ e 3’ (Partridge et al., 2002). Essa região é formada por um promotor 
denominado Pant, constituído por duas seqüências de seis bases nas posições -35 e -
10, respectivamente, sendo elas intercaladas por 17-bp. Variações dessas seqüências 
já foram encontradas e podem ocasionar diferenças na expressão dos genes cassetes 
(Stokes & Hall, 1989) (Figura 2). 
Alguns integrons de classe 1 podem também apresentar um segundo 
promotor, localizado a 119-bp à juzante de Pant. Esse segundo promotor foi criado em 
virtude do acréscimo de três bases guanosinas (G) entre as posições -35 e -10, 
ocasionando o correto espaçamento de 17-bp entre as posições -35 e -10, criando 
assim P2 (Collis & Hall, 1995) (Figura 2). 
Para determinar o grau de expressão gênica proporcionado pelos 
promotores, experimentos realizados por Collis e colaboradores (Collis & Hall, 1995), 
mostraram que a versão de Pant (-35 TTGACA e -10 TAAACT), encontrada nos 
integrons In4 e In6 e em vários outros integrons, é considerada um forte promotor. Já 
outras versões decorrentes de mutações em Pant não demonstraram a mesma 
expressão gênica quando comparadas ao próprio Pant. O segundo promotor (P2) 
encontrado em alguns integrons é considerado um forte promotor e, quando associado 
ao Pant, possibilita forte expressão gênica. No entanto, quando P2 encontra-se 
associado a outras variantes de Pant, a expressão combinada dos dois promotores não 
se iguala à expressão única do forte promotor Pant. 
Assim como diferentes promotores apresentam diferenças na expressão 
gênica, a posição onde o gene cassete encontra-se inserido entre a região conservada 
5’ 3’ também influencia sua expressão. Experimentos evidenciaram que a expressão 
dá-se de forma mais eficiente à medida que o gene cassete encontra-se mais próximo 
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à região promotora. Sendo assim, genes localizados nas primeiras posições serão 
efetivamente melhores expressos (Collis & Hall, 1995). 
 
 
Figura 1. Estrutura esquemática de integron de classe 1. IR representam terminais de 
repetição invertidos. A região conservada 5’ consiste de intI1 e o sítio de inserção attI1. 
A seta dos respectivos genes indica a direção de sua transcrição. A região conservada 
3’ consiste dos genes qacEΔ1 e sul1, seguidos da orf5 de função desconhecida e 
módulo tni. 
 
Entre as regiões conservadas 5’ e 3’, integrons podem apresentar 
quantidade variável de genes cassetes que são inseridos e extraídos pela IntI1 
codificada pelo intI1. Genes cassetes usualmente codificam para resistência 
bacteriana, no entanto é importante salientar que o maior número de genes de 
resistência encontrado provavelmente deve estar associado ao maior interesse em 
pesquisar genes de resistência, uma vez que essa mobilização genética acontece de 
forma aleatória (Bennett, 1999, Recchia & Hall, 1997). Adicionalmente, genes cassetes 
podem ser encontrados em forma circular livre, porém são incapazes de se auto-
mobilizar ou auto-replicar nessa forma (Figura 3). 
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Figura 2. Representação esquemática de Pant e P2 encontrados em integrons. Os Gs 
em negrito representam a inserção ocorrida entre as regiões -35 e -10 e acabaram por 
criar P2. 
 
Genes cassetes têm normalmente entre 500–1000-bp (pares de base) e 
são constituídos de dois componentes funcionais: um gene, responsável pela 
codificação de alguma proteína, e um sítio de recombinação, sendo esse último 
conhecido como 59-elementos de base (59-be). Esses genes não possuem promotor, 
sendo, portanto, tanto o evento de expressão gênica quanto de mobilização, 
dependentes do integron ao qual o gene cassete encontra-se inserido (Collis & Hall, 
1992, Collis et al., 1993).  
A integrase, enzima codificada pelo intI1, é uma recombinase sítio-
específico e possui como substrato preferencial dois sítios de ação, um na porção do 
59-be, pertencente ao gene cassete, e outro no receptor do gene cassete ou attI1, 
localizado no integron (Collis & Hall, 1995, Partridge et al., 2000). Usualmente as 
reações de recombinação ocorrem entre attI1 (localizado no integron) e 59-be 
(localizado no gene cassete), no entanto também foram demonstradas, em eventos 
experimentais, reações entre attI1 e attI1, 59-be e 59-be, mas com freqüência bastante 
reduzida (Collis & Hall, 1992, Collis et al., 1993). 
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Figura 3. Representação esquemática da inserção de gene cassete na primeira 
posição em integron de classe 1. IR representam terminais de repetição invertidos. A 
região conservada 5’ do integron consiste de intI1 e o sítio de inserção attI1. O circulo 
de preenchimento preto representa 59-be do respectivo gene cassete. A seta dos 
respectivos genes indica a direção da transcrição. A região conservada 3’ consiste dos 
genes qacEΔ1 e sul1, seguido da orf5 de função desconhecida e módulo tni. 
 
1 .4 .2  Transposons.  
Usualmente, integrons de classe 1 fazem parte de uma estrutura maior e 
mais complexa denominada transposon, que pode estar contida em DNA extra-
cromossomal, ou seja, plasmídios. Transmissão horizontal e vertical de genes de 
resistência em Pseudomonas spp., Acinetobacter spp. e membros da família de 
enterobactérias são, em grande parte, ocasionadas por plasmídios (Liebert et al., 
1999). 
Entretanto a aquisição de genes de resistência pode ser ocasionada 
também por eventos de recombinação genética. Esses eventos podem ser distinguidos 
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em duas categorias: homólogas e não-homólogas. Recombinações homólogas 
ocorrem entre regiões da molécula de DNA que compartilham seqüências idênticas ou 
muito semelhantes. Já recombinações não-homólogas não necessitam semelhanças 
entre as seqüências de DNA, porém faz-se necessário o reconhecimento de regiões 
específicas do DNA receptor e do DNA a ser inserido por determinada enzima (Snyder 
& Champness, 2003). 
Transposons são os elementos genéticos responsáveis por 
recombinações não-homólogas e são considerados elementos importantes para o 
processo de evolução e adaptação bacteriana, uma vez que eles carregam genes que 
podem ser úteis para a célula em ambientes adversos. Grande parte dos genes de 
resistência encontrada até o momento eram pertencentes a transposons, mais 
especificamente Tn21, subgrupo da família Tn3 de elementos de transposição, 
variações de Tn21 ou Tn402 (Snyder & Champness, 2003, Liebert et al., 1999). 
Transposons são elementos caracterizados por possuírem, em suas 
extremidades, seqüências de DNA complementares umas às outras de 
aproximadamente 38-bp (terminais de repetição invertidos – IRl e IRr), um sítio res e 
dois genes tnpA e tnpR, os quais codificam uma transposase (TnpA) e resolvase 
(TnpR) respectivamente (Liebert et al., 1999, Bass et al., 1999). 
Os menores transposons já descritos são chamados seqüências de 
inserção (IS). Apresentam em média 750 a 2000-bp e usualmente codificam apenas a 
enzima necessária para promover o próprio evento de transposição. Transposons são 
ainda classificados em compostos e não-compostos. Compostos são aqueles 
transposons maiores que carreiam em sua estrutura demais genes responsáveis por 
funções outras que a transposição e possuem nas extremidades cópias idênticas de IS. 
Transposons não-compostos também podem apresentar genes de resistência, mas 
esses localizam-se entre a mesma unidade da IS (Figura 4). 
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1 .5  Demais  determinantes  de  res is tênc ia .  
Paralelamente à disseminação de genes de MβL, observou-se também a 
ocorrência da disseminação de outros determinantes de resistência, entre eles genes 
codificadores de enzimas modificadoras de aminoglicosídeos. Grande número dos 
genes de MβL que tiveram seu contexto genético pesquisado encontravam-se 
associados a um ou mais genes de resistência a aminoglicosídeos, explicando em 
parte os casos de multirresistência em P. aeruginosa (Toleman et al., 2003c, Poirel et 
al., 2001d, Toleman et al., 2005, Riccio et al., 2005). 
Enzimas modificadoras de aminoglicosídeos têm sido comumente 
descritas como provenientes de genes de resistência a aminoglicosídeos em P. 
aeruginosa desde a década de 60 e 70, no entanto esse cenário mantém-se em 
constante movimento, uma vez que genes, tais como aac(3’), aac(6’) e aadA1, são 
freqüentemente encontrados em integrons de classe 1 e transposons, e uma variedade 
de novas enzimas continuam a ser caracterizadas (Mendes et al., 2004d, Poirel et al., 
2001d). 
Tradicionalmente, a modificação de aminoglicosídeos dá-se pela ação de 
uma das três classes de enzimas descritas até então: acetiltransferases (AAC), 
adenilases (ANT) e fosforilases (APH). A classe das acetiltransferases contém o maior 
número de variantes descritas, e essas enzimas acetilam a molécula de 
aminoglicosídeo nas posições 1’, 2’, 3’ e 6’. Membros dessas classe, que acetilam a 
molécula de aminoglicosídeo nas posições 3’ (3’-N-aminoglicosídeo acetiltransferase 
[AAC(3’)]) e 6’ (6’-N-aminoglicosídeo acetiltransferase [AAC(36’)]), são as 
representantes mais comumente encontradas em P. aeruginosa (Shaw et al., 1993). 
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Figura 4. Estruturas esquemáticas de transposon não composto e composto. Tn10 
representa a estrutura de um transposon composto, enquanto que TN3 representa a 
estrutura de um transposon não composto. 
 
A família AAC(6’) confere resistência a aminoglicosídeos devido à 
modificação das moléculas de canamicina, tobramicina, netilmicina, sisomicina e 
amicacina (subfamília I) ou gentamicina (subfamília II) (Wu et al., 1997, Dubois et al., 
2002b, Casin et al., 1998). Enzimas da subfamília II são caracterizadas pela 
substituição Leu-119→Ser, o que pareceu ser o fator responsável pela alteração da 
afinidade ao substrato (Lambert et al., 1994b). 
Posteriomente, outra enzima, apresentando a mesma substituição (Leu-
119→Ser) adicionada de uma mutação natural, mostrou conferir resistência à 
gentamicina e amicacina, fenótipo então denominado AAC(6’)-IV (Bush & Miller, 1998). 
Mais recentemente, uma nova enzima que conferia altos níveis de resistência à 
amicacian e isepamicina foi encontrada. Esse fenótipo foi denominado AAC(6’)-III (Wu 
et al., 1997). 
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2 .  O B J E T I V O S .  
 
2 .1  Objet i vo  gera l .  
 
9 Avaliar a ocorrência de metalo-β-lactamase em Pseudomonas spp. 
isoladas de pacientes internados em centros médicos na América Latina 
participantes do programa SENTRY – Antimicrobial Surveillance Program. 
 
2.2  Objet i vos  especí f icos.  
 
9 Identificar novas metalo-β-lactamases ainda não descritas na literatura, 
em espécimes clínicos isolados em centros médicos na América Latina. 
 
9 Caracterizar molecular e bioquimicamente novos genes responsáveis pela 
codificação de metalo-β-lactamase em espécimes clínicos isolados em 
centros na América Latina. 
 
9 Caracterizar o contexto genético o qual abriga genes responsáveis pela 
codificação de metalo-β-lactamase em espécimes clínicos isolados em 
centros na América Latina. 
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3 .  A R T I G O  I .  
 
 
First isolation of blaVIM-2 in Latin American countries: Report from the 
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program 
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Carbapenems, mainly imipenem and meropenem, are potent agents for the 
treatment of infections due to multi-resistant Pseudomonas spp. clinical isolates. However, the 
prevalence of carbapenem-resistant in this genus has been increasing worldwide. High-level 
resistance to carbapenems (>32 μg/ml) is still uncommon in Pseudomonas spp. but can be due 
to the presence of Ambler class B β-lactamases – metallo-β-lactamases (MBLs) (1). Three 
different clinically relevant types of mobile MBLs have been described in the literature: IMP, 
VIM, SPM (2, 3, 4). The VIM-family has been reported mostly in European and Eastern 
countries and although a distantly related MBL, VIM-7, has been characterized from the USA 
(5). We are not aware of VIM-type MBLs being reported from Latin American. In this study, we 
describe the presence of blaVIM-2 producing Pseudomonas spp. and characterize their genetic 
context among isolates obtained from Latin American medical centers representing Chile and 
Venezuela. 
 
Four isolates of Pseudomonas spp., one P. fluorescens (43-14926) from blood 
culture isolated in December 2002 in Santiago, Chile and three P. aeruginosa (49-4583, 49-
4596 and 49-4597) recovered from respiratory tract between August and September 2002 from 
the same hospital in Caracas, Venezuela were accrued as part of the SENTRY Antimicrobial 
Surveillance Program. According to MIC results as described by the National Committee for 
Clinical Laboratory Standards (NCCLS), the isolates were resistant to all β-lactams, 
aminoglycosides, quinolones and other antimicrobial agents tested (Table 1). Only polymixin B 
was active against all the isolates. MBLs phenotypic tests were positive as judged by the disk 
approximation method (imipenem, meropenem, ceftazidime, EDTA and 2-MPA) and the Etest 
MBL Strips (AB BIODISK), Solna, Sweden) (8). These results were confirmed by 
spectrophotometric assays measuring imipenem hydrolysis, as previously described (4). The 
rates of imipenem hydrolysis were inhibited 88-97% for each of the strains by EDTA (20mM) 
(Table 2). 
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Amplification with primers for the internal region of blaVIM-like genes and 
5’conserved sequence (CS) and 3’CS from class 1 integron and subsequent sequencing were 
performed as described earlier (5, 6). Primers used for amplification and sequencing of the 
blaVIM gene were: VIM-F (5’-AAAGTTATGCCGCACTCACC-3’) and VIM-R (5’-
TGCAACTTCATGTTATGCCG-3’).  
 
Sequencing results of the PCR amplicons revealed the presence of blaVIM-2 gene 
in the first position of a class 1 integron, which has qacEΔ/su1l downstream of the MBL gene. 
This integron gene arrangement has been previously reported in France from P. aeruginosa 
isolated from a patient in 1996 (6). Other cases have been described in Greece from P. 
aeruginosa in 2000, and in Korea from Serratia marcescens in 2002 (7, 9). Class 1 integrons 
carrying blaVIM-type genes are now reported to contain genes encoding aminoglycoside 
modifying enzymes and it is uncertain whether the arrangement of the integron without the 
additional genes is the progenitor. 
 
Despite repeated attempts, plasmid DNA analysis from the isolates did not show any 
plasmid and transformations experiments were unsuccessful. Conjugations experiments between 
the clinical isolates and E. coli K-12 Rifr did not yielded any transconjugant. These data infer that the 
blaVIM-2 found in these isolates, are likely to be chromosomally encoded. Automated ribotyping and 
PFGE showed that the three isolates from Venezuela are identical suggesting clonal spread. The 
strain from Chile was unique and a different species from the other MBL-producing strains.  
 
Dissemination of multi-resistant bacteria coupled together with the plasticity of 
class 1 integrons suggests that resistance to main stay anti-Pseudomonas therapies, such as 
third generation cephalosporins and carbapenems, will continue to increase. We urge greater 
local screening for MBL- producing strains with the disk approximation tests (2, 9) and the Etest 
MBL strip (8). 
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Table 1. Antimicrobial susceptibility profile of the blaVIM-2 carrying Pseudomonas spp. isolates. 
 MIC (µg/ml) 
P. fluorescens  P. aeruginosa 
Antimicrobial agents 
43-14926  49-4583 49-4596 49-4597 
β-lactams      
Cefazolin >16  >16 >16 >16 
Cefoxitin >32  >32 >32 >32 
Aztreonam >16  >16 16 16 
Cefuroxime >16  >16 >16 >16 
Ceftriaxone >32  >32 >32 >32 
Ceftazidime >16  >16 >16 >16 
Cefepime 16  >16 >16 >16 
Imipenem >8  >8 >8 >8 
Meropenem >8  >8 >8 >8 
Piperacillin/Tazobactam >64  64 64 64 
Quinolones      
Ciprofloxacin >4  >4 >4 >4 
Gatifloxacin >4  >4 >4 >4 
Levofloxacin >4  >4 >4 >4 
Aminoglycosides      
Amikacin 8  >32 >32 >32 
Gentamicin >8  >8 >8 >8 
Netilmicin >32  >32 >32 >32 
Tobramycin >16  >16 >16 >16 
Others      
Polymixin B <1  <1 <1 <1 
Tetracycline >8  >8 >8 >8 
Trimethoprim/Sulfamethoxazol >2  >2 >2 >2 
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Table 2. MIC from Etest MBL strips and imipenem hydrolytic activities with and without the EDTA of the blaVIM-2 
carrying Pseudomonas spp. isolates. 
Etest® MBL (µg/ml)  Hydrolytic activities (Absorbance/minute) Strains Imipenem Imipenem + EDTA  Imipenem Imipenem + EDTA % of inhibition 
43-14926 >256 <1  0.07194 0.00384 94.6% 
49-4583 >256 4  0.04519 0.00251 94.5% 
49-4596 >256 6  0.10144 0.00253 97.5% 
49-4597 >256 8  0.04359 0.00500 88.5% 
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ABSTRACT 
 
As part of the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, Pseudomonas 
spp. strains resistant to carbapenems and ceftazidime have been routinely screened for 
metallo-β-lactamase production since January 2002, and their resistant determinants 
analyzed. Pseudomonas aeruginosa index strain 101-4704 harboring a novel blaIMP 
variant, blaIMP-16, was isolated in April 2002 from a 60-year-old male in Brasília, Brazil. The 
blaIMP-16 was found on the chromosome of the P. aeruginosa index strain and the deduced 
amino acid sequence (IMP-16) showed greatest identity to IMP-11 (90.3%) and IMP-8 
(89.5%). Sequence analysis revealed the blaIMP-16 to be associated with a class 1 integron, 
which also encoded aminoglycoside-modifying enzymes. Downstream of blaIMP-16 resided 
an open reading frame, which consisted of a new aminoglycoside-modifying gene, 
namely aac(6’)-30, fused with the aac(6’)-Ιb’. The aac(6’)-30 putative protein showed most 
identity (52.7%) to the previously described AAC(6’)-29b. The fourth gene cassette 
constituted an aadA1. Steady-state kinetic on IMP-16 demonstrated that the enzyme 
preferred cephalosporins and carbapenems over penicillins. The main functional 
difference observed among IMP-16 kinetic values when compared to other IMPs was a 
lack of cefoxitin hydrolysis and a lower kcat/ Km value for imipenem (0.36μM-1·s-1). This 
report further emphasizes the spread of metallo-β-lactamase genes and their close 
association with various aminoglycoside resistance genes. 
 
Keywords: Pseudomonas aeruginosa, metallo-β-lactamase, aminoglycoside-modifying enzyme, 
IMP-16. 
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INTRODUCTION 
 
The carbapenems represent important therapeutic options for serious infections 
caused by Pseudomonas aeruginosa, especially multi-drug resistant strains. The activity of 
these compounds is related mainly to their rapid permeability across bacterial membranes and 
stability against most β-lactamases (3). However, as with other antimicrobial agents, 
carbapenem-resistant P. aeruginosa strains continue to be isolated with increasing frequency 
from nosocomial infection sources. Trends have been observed that demonstrate a decrease of 
carbapenem susceptibility among P. aeruginosa strains isolated from hospitalized patients in 
Latin America (from 83.0 to 64.4% between the years 1997 and 2001, P<0.001, OR=2.70; 95% 
CI 1.88-3.89) (2). 
 
The mechanisms responsible for carbapenem resistance include decreased outer 
membrane permeability (porin mutations), up-regulation of multi-drug efflux pumps, substantial 
production of chromosomal ampC β-lactamase or class D β-lactamase enzyme (often 
accompanied by porin changes), and production of a class B β-lactamase (1, 22). The class B 
enzymes or metallo-β-lactamases (MβL) are zinc dependent enzymes that catalyze the 
hydrolysis of a broad range of β-lactams, including carbapenems, using zinc ions as metal 
cofactors (44). To date there are three types of mobile MβL genes. In 1994, the IMP-type MβL 
gene was first reported in Japan (29), and since then, IMP MβL-producing strains have been 
reported from many different countries world-wide (4, 6, 7, 13, 46, 51). The VIM-type enzymes 
were first reported from Italy in 1999 and strains producing these enzymes have now been 
reported from European countries as well as Asia and Americas (21, 25, 35, 47, 50). Some 
studies have indicated the presence of MβL genes among multi-drug resistant strains in Brazil 
(10, 31), and this evidence was later confirmed by the report of a P. aeruginosa strain producing 
a new MβL sub-class, namely SPM-1 (26, 48). 
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Most mobile MβL genes are part of a gene cassette consisting of a single gene 
and a downstream recombination site, known as a 59 base element (59-be) (36). The genes are 
usually associated with class 1 and 3 integrons (5), apart from SPM-1, for which the genetic 
environment has been recently described (34). Among MβL genes, the class 1 integron is the 
most commonly encountered and consists of a 5’-conserved sequence (5’-CS), which 
constitutes of an intI1 gene coding for an integrase, a recombination site attI1, a promoter and 
usually a 3’-CS that possess the qacEΔ1 and sul1 gene (9). Integrons are able to capture gene 
cassettes via a site-specific recombination event between two recombination sites, one in the 
integron and one in the cassette. Both recombination sites confer mobility due to their 
recognition by the integrase that catalyze the integration of the gene cassette between the attI1 
in the integron and the 59-be in the gene cassette. However, recombination between different 
sites has been documented, but occurs at a very low frequency (30, 36). 
 
In the present study, we describe the blaIMP-16 variant, the IMP-16 kinetic 
parameters and the genetic context of the blaIMP-16 carrying integron, which also included a 
fused form of aminoglycoside-modifying resistant genes aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ found in a P. 
aeruginosa strain (101-4704) isolated from the Latin American component of the SENTRY 
Antimicrobial Surveillance Program.  
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MATERIALS & METHODS 
 
Clinical context of the carbapenem-hydrolyzing P. aeruginosa index strain (101-4704). 
The SENTRY Program was established in 1997 to monitor the most important pathogens and 
antimicrobial resistance patterns of nosocomial and community-acquired infections via a broad 
network of sentinel hospitals distributed by geographic location and bed capacity. As part of that 
study, a P. aeruginosa index strain (101-4704) was isolated from a 60-year-old male with 
bronchogenic carcinoma, first admitted to the Hospital de Base do Distrito Federal, Brasília, 
Brazil in May 2001. A pneumonectomy of the right lung was performed in July, and in August 
2001 the patient developed a severe pneumonia requiring mechanical ventilation. An empyema 
was also diagnosed and drainage performed. The patient’s symptoms improved, but he had 
three other episodes of pneumonia and remained in the ICU for 151 days. 
Several pathogens were recovered from respiratory specimens, including P. 
aeruginosa, Acinetobacter spp. and Stenotrophomonas maltophilia, but all blood cultures were 
negative. When remained in the ICU,, the patient received meropenem 1g q8h (54 days), 
amikacin 500 mg q12h (a total of 42 days), trimethoprim/sulfamethoxazole 800 mg q6h (16 
days), ciprofloxacin 400mg q12h (14 days), and vancomycin 1g q12h (21 days). The patient 
was subsequently discharged. In April 2002, he was readmitted with cough and dyspnea. 
Pulmonary secretions collected during a bronchoscopy yielded the P. aeruginosa index strain 
101-4704. No antimicrobial was administrated to the patient, and he was discharged in May 
2002. Strain 101-4704 was resistant to several β-lactams including meropenem and imipenem 
(MIC > 16μg/ml), but was susceptible to aztreonam, piperacillin and piperacillin/tazobactam. 
The microorganism was also resistant to most aminoglycosides, including gentamicin, 
tobramycin, and netilmicin, but remained susceptible to amikacin and the fluoroquinolones. 
 
Susceptibility testing. All isolates collected in the SENTRY Program were susceptibility tested 
by the reference broth microdilution method as described by the National Committee for Clinical 
Laboratory Standards (NCCLS) (27). Aminoglycoside resistance profiles of Echerichia coli 
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DH5α harboring recombinant plasmids were assayed by MIC determinations either by reference 
agar dilution or Etest® (AB BIODISK, Solna, Sweden) methodology according to the NCCLS 
and the manufacture’s guidelines, respectively. Antimicrobial agents were obtained from the 
respective manufacturers and quality control was performed by concurrent testing of E. coli 
ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, and 
Enterococus faecalis ATCC 29212. 
 
Phenotypic detection of β-lactamase enzymes. Production of MβL was initially screened by 
the modified disk approximation test. Briefly, a 100mm Mueller-Hinton agar plate was inoculated 
using a 0.5 McFarland suspension from fresh overnight culture. Imipenem, meropenem, and 
ceftazidime disks were strategically aligned around disks contained either EDTA (750 μg) or 
thiolactic acid (0.3 μl) as MβL inhibitors. The test was read after 20 hours of incubation at 35°C. 
Any appearance of either an elongated or a phantom zone between the carbapenems and/or 
ceftazidime and either one of the disks containing a MβL inhibitor was considered a positive 
test. IMP-2 – producing Acinetobacter baumannii 54/97 was used as a positive control. MβL 
Etest® strips were used to confirm the disk approximation tests. In addition, 
ceftazidime/ceftazidime-clavulanic acid and cefepime/cefepime-clavulanic acid ESBL Etest® 
strips were used to evaluate the production of extended-spectrum β-lactamase (ESBL). 
 
Bacterial strains, plasmids, conjugation and transformation. Bacterial strains and plasmids 
used in this study are described in Table 1. Plasmid DNA from P. aeruginosa 101-4704 was 
extracted using the Qiagen plasmid DNA Midi Kit (Chatsworth, CA, USA). Transfer of β-lactam 
resistance markers from strain 101-4704 into E. coli DH5α and a rifampin-resistant (rifr) mutant 
of P. aeruginosa pA01 were performed using a Bio-Rad Gene Pulser apparatus (Bio-Rad, 
Richmond, CA) and set at 2.5kV, 25µF and 400Ω. The transfer of resistance was also 
performed by conjugation experiments to rifr mutant E. coli K-12 and P. aeruginosa pA01, as 
previously described (40). DH5α, pA01 and K-12 strains harboring the possible 101-4704 
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plasmids were selected by plating onto nutrient agar plates containing ceftazidime (10 μg/ml) or 
ceftazidime and rifampin (500 μg/ml). 
 
Analytical isoelectric focusing (IEF). The β-lactamase extract from P. aeruginosa strain 101-
4704 was obtained by cell lysis with BugBuster (Novagen, Nottingham, UK) and IEF was 
performed with a NOVEX apparatus (Invitrogen, Paisley, UK). The focused β-lactamases were 
detected by overlaying the gel with nitrocefin solution (150μM) (Microbiology Systems, 
Cockeysville, MD). The β-lactamase pIs were estimated by linear regression obtained by 
comparison to reference proteins using a standard IEF marker containing proteins with a pI 
range of 4.5 to 9.5 (Bio-Rad, Watford, UK). 
 
PCR and DNA sequencing. The SENTRY Program strains with positive MβL phenotypic 
results were screened for MβL genes by standards PCR reactions (40), using the ABgene 
Extensor Hi-Fidelity PCR Master Mix (ABgene, Surrey, UK) and primers targeting to conserved 
regions of blaVIM, blaIMP and blaSPM. Additional primers designed against the 5’CS and 3’CS 
regions of class 1 integron were used to amplify the blaIMP-16 – containing integron resident in P. 
aeruginosa 101-4704. These primers yielded PCR products, which were sequenced on both 
strands using Perking Elmer systems 377 DNA Sequencer (Advanced Biotechnology Centre, 
London, UK). The DNA sequences were found to overlap sequences, which were assembled to 
produce a contiguous sequence of 4333-bp. 
 
Recombinant DNA methodology. The blaIMP-16 and aminoglycoside resistance genes were 
amplified by PCR. Primers were designed to amplify specific individual or sets of genes that 
could subsequently be cloned into pPCRScriptCam SK+ (Stratagene Cloning Systems, La Jolla, 
CA, USA). blaIMP-16 and the downstream region were amplified using the primers set Int1-1F – 
aacA4FR. The fused form aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ was amplified using the primers set IMP-16FF – 
aadA1FR. Additionally, the aac(6’)-30 and aac(6’)-Ib’ were separately amplified using the 
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primers set IMP-16FF – aacA4FR and aacA30FF – aadA1FR, respectively (Figure 1). The 
ribosome binding-site and the stop codon were included in order to allow the gene expression. 
This technique yielded several sub-clones of the original integron that were subsequently 
screened by PCR using primer set M13F – M13R and their insert and orientation confirmed by 
sequencing. Since XL10-Gold® Kan ultracompetent E. coli cells are intrinsically resistant to 
streptomycin due to a chromosomal mutation, the recombinant plasmids were transferred into 
E. coli DH5α and their respective antimicrobial resistance profile evaluated. 
 
β-lactamase purification. A single colony of the recombinant E. coli pREM-4 was grown 
overnight in 10 ml of nutrient broth containing ceftazidime (10 μg/ml) and chloramphenicol (30 
μg/ml) at 37oC. The cells were harvested by centrifugation (4,000 x g for 10 min at 4° C) and 
then added into 4 liters of terrific broth (12% tryptone, 20% yeast extract, 0.4 % glycerol, 0.17 M 
monopotassium phosphate and 0.72 M dipotassium phosphate) for aerobic growth in orbital 
shaking for 24 hours at 37oC. The cells were again harvested, as describe above, and 
resuspended in 100 ml of 10mM HEPES buffer containing 50 µM ZnCl2 (pH 7.5). Periplasmic 
preparation was obtained by addition of 400 μl of lysozyme solution (20 mg/ml) (Sigma-Aldrich, 
Poole, UK) and 400μl of calcium chloride (147 mg/ml). Cells debris was removed by 
centrifugation (9,000 x g for 20 min at 4oC) and the supernatant loaded onto a Q-Sepharose 
(quaternary ammonium) HR 16/50 column (Amershan Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), 
and then the proteins eluted with a linear NaCl gradient (0–1 M), at a flow rate of 2 mL/min. 
Fractions containing β-lactamase activity were pooled, concentrated and then injected onto a 
Superdex 75 HR 10/30 column (Amersham Pharmacia Biotech) previously equilibrated with 
HEPES buffer containing 50 µM ZnCl2 and 0.2 M NaCl. Proteins were eluted at a flow rate of 0.7 
mL/min. During the purification procedure the presence of β-lactamase activity was monitored 
with nitrocefin solution. 
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Protein eletrophoretic technique. The yielded enzyme was submitted to sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) in a Mini-Protein II apparatus (Bio-Rad) 
in order to confirm the purity. 
 
Kinetic measurements. Reactions were performed at 20oC with 20µl of enzyme in 1 ml of 
HEPES buffer containing 50 µM ZnCl2 (pH 7.0). Hydrolysis was measured by observing the 
changes in absorbance due to the opening of the β-lactam ring at a range of concentrations in a 
Lambda 35 spectrophotometer (Perkin-Elmer, Cambridge, UK). The steady-state kinetic 
parameters Km (µM) and kcat (seconds-1) were deduced from the initial rates of hydrolysis by 
using the Hanes-Woolf plot (41). The extinction coefficients and wavelengths for each 
antimicrobial agent evaluated were those described previously (26). 
 
Computer sequence analysis. The nucleotide sequences comparisons were deduced using 
software available over the internet (http://www.ebi.ac.uk/fasta33/). Nucleotide sequences and 
their deduced protein products, alignments and phylogenetic relationships were determined 
using the Lasergene software package (DNASTAR, Madison, WI, USA). The putative cleavage 
site of the signal sequence of IMP-16 was identified by computer analysis using the Center for 
Biological Sequence Analysis website (http://www.cbs.dtu.dk). 
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RESULTS 
 
Genetic environment of the blaIMP-16. The blaIMP-16 was located in a class 1 integron that 
contained a 5’-CS composed by the integrase gene intI1, the attI1 recombination site and a 
promoter region (Figure 2). The promoter P1 (-35 [TGGACA]; -10 [TAAGCT]) was identified 
containing two hexamers spaced by 17-bp, followed by a second promoter P2 (-35 [TTGTTA]; -
10 [TACAGT]) 82-bp downstream of P1. At the 3’-CS end, the fused disinfectant determinant 
and sulfonamide gene qacEΔ1/Sul1 was found. The integron consisted of four antimicrobial 
resistance gene cassettes (Figure 1). Located at the first position downstream of the 5’-CS was 
the MβL blaIMP-16, which was flanked by typical features of a gene cassette; namely, a core site 
(GTTACGC), an inverse core site (TTCTAAC) and a 59-be (Figure 2). This 59-be was 133-bp in 
length and showed greatest identity to the 59-be from IMP-11, which has been found in P. 
aeruginosa (AB074437) and Acinetobacter baumannii (AB074436) isolated in Japan. The blaIMP-
16 59-be differed by 11 of 132-bp (90.6% identity) when compared to the blaIMP-11 59-be. 
 
blaIMP-16 sequence analysis and its deduced protein sequence. blaIMP-16 encoded a putative 
protein of 246 amino acids and presented a GC content of 38.5%. The N-terminus of the protein 
showed typical features of bacterial signal peptides that target proteins to the periplasmic space 
and the most likely cleavage site was identified between the alanine and glycine (Figure 2). This 
produced a mature protein of 25,266 Da and a theoretical pI of 6.5. The analytical IEF 
experiment was in accordance with the theoretical pI value of the blaIMP-16 (data not showed). 
IMP-16 showed six unique amino acid differences when compared to other IMP variant, namely 
E50D, V74F, T88A, T122S, V183L and K252R, and displayed greatest identity to IMP-11 
(90.3%) and IMP-8 (89.5%) with 21 and 24 amino acids differences at the level of mature 
protein, respectively (Figure 3). The MβL active site implicated to the binding of zinc ions, as 
well as residues know to not tolerate substitution were conserved as previous described for all 
the other IMP-type enzymes (Figure 3). 
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Antimicrobial resistance pattern of E. coli DH5α harboring the recombinant plasmid pREM-4. 
The blaIMP-16 was amplified by PCR and ligated into a vector pPCRScriptCam SK+ in order to 
create the recombinant plasmid pREM-4, which was expressed in E. coli DH5α (Figure 1). The E. 
coli DH5α harboring the recombinant plasmid pREM-4 showed an antimicrobial resistant profile 
consistent with that observed for the index strain 101-4704. It showed degree of resistance to 
benzyl-penicillin , ampicillin, amoxacillin /clavulanate, ceftazidime, cefotaxime and decreased 
susceptibility to cefepime, piperacillin, piperacillin/tazobactan, imipenem and meropenem. The 
index strain as well as the E. coli DH5α (pREM-4) remained highly susceptible to the 
monobactam aztreonam (Table 2). 
 
MβL resistant marker transfer experiments. Conjugation experiments between rifampin-
susceptible (rifs) P. aeruginosa 101-4704 and rifr E. coli K-12, as well as P. aeruginosa 101-
4704 and rifr P. aeruginosa pA01 did not yield transconjugant. Despite repeated attempts, 
plasmid DNA analysis from P. aeruginosa 101-4704 did not identify any plasmid and 
transformation experiments were unsuccessful. As β-lactam resistance marker was not 
transferred to the recipient strains, even under conjugation experiments, the blaIMP-16 was likely 
to be chromosomally encoded and not carried on a plasmid. 
 
Genetic context of the fused gene, aac(6’)-30/aac(6’)-Ιb’. Immediately downstream of the 
blaIMP-16, there was an open reading frame of 984-bp that was preceded by a ribosome-binding 
site and potentially encoded a protein of 36.7 kDa. This ORF consisted of a novel gene 
cassette, namely aac(6’)-30, fused with the following gene, aac(6’)-Ιb’. The aac(6’)-30 was also 
flanked by typical features, but it presented a shortened 59-be of 19-bp, including the core and 
inverse core sites (Figure 2). The aac(6’)-Ιb’ had a core site presenting a 1-bp mismatch, with 
an A instead an usual G (ATTAGGC), an inverse core site (GCCTAAC) and the translation 
could start at the GTG codon located 19-bp downstream from its core site or either at one of the 
ATG codons located further downstream (Figure 2) (Galimand et al., 1993, Nobuta et al., 1988). 
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aac(6’)-30/aac(6’)-Ιb’ sequence analysis and its deduced protein sequence. The deduced 
amino acid sequence of the aac(6’)-30 product possessed highest similarity (52.7%) to the 
previously described AAC(6’)-29b (AAK26254) (Figure 4) (Poirel et al., 2001a). The AAC(6’)-Ιb’, 
except for the substitution aspartate-171→valine, contained a sequence homologous to the 
previous described product of aac(6’)-Ιb’ (AAA25685), which encoded the aminoglycoside 6’-N-
aminoglycoside acetyltransferase. This gene was characterized by a leucine-90→serine 
substitution and specified a type II enzyme, conferring resistance to gentamicin but not to 
amikacin (Lambert et al., 1994b). 
 
IMP-16 purification and kinetics. The IMP-16 enzyme was overproduced and purified from E. 
coli pREM-4 by Fast Performance Liquid Chromatography followed by a gel permeation 
chromatography step. The yield of the IMP-16 purified protein preparation was 0.3 µM, which 
appeared to contain a single band just under the 28.8 kDa and it was estimated to be >95% 
pure (data not showed). Steady-state kinetic demonstrated that IMP-16 was able to hydrolyze 
several β-lactams, including penicillins, narrow- to expanded-spectrum cephalosporins and 
carbapenems. Kinetic values showed that cephalosporins and carbapenems were the best 
substrates (kcat/Km ratios > 0.15μM-1 · s-1), while penicillins were uniformly poorer substrates 
(kcat/Km ratios < 0.13μM-1 · s-1) (Table 3). No hydrolysis of cefoxitin or aztreonam was observed. 
 
Expression of the aminoglycoside-modifying genes in E. coli DH5α. The P. aeruginosa 
index strain was resistant to kanamycin, tobramycin, gentamicin and netilmicin, but susceptible 
to amikacin and isepamicin (Table 2). In order to evaluate the functional status of AAC(6’)-30 
and AAC(6’)-Ib’, their respective genes, as well as the fused form, were amplified by PCR and 
ligated into a vector pPCRScriptCam SK+ creating the recombinants plasmids pREM-1, pREM-
2 and pREM-3 (Figure 1). E. coli harboring the pREM-1 [AAC(6’)-30] showed a decreased 
susceptibility to amikacin, kanamycin, tobramycin and neomycin, and remained susceptible to 
gentamicin, sisomicin, isepamicin and netilmicin. E. coli harboring the pREM-2 [aac(6’)-
30/aac(6’)-Ib’] showed a decreased susceptibility to all aminoglycosides tested apart from 
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isepamicin. Strikingly, E. coli harboring the pREM-2 [AAC(6’)-Ib’] did not confer the expected 
AAC(6’)-II phenotype, since it remained susceptible to gentamicin. An increase in the MICs was 
observed for kanamycin, tobramycin and sisomicin (Table 2). 
 
Nucleotide sequence accession number. The nucleotide sequence of the blaIMP-16 – 
containing integron described in this paper has been submitted to the EMBL/GeneBank/DDBJ 
sequence databases and assigned the accession number AJ584652. 
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DISCUSSION 
 
Multi-drug resistant Pseudomonas spp. isolates continue to be a growing concern 
particularly for institutions where carbapenems are readily used. Many hospitals in Brazil 
routinely use carbapenems and expanded-spectrum cephalosporins to treat Gram-negative 
infections providing selective pressure for resistance to develop. P. aeruginosa 101-4704 
remained susceptible to amikacin, aztreonam, piperacillin and fluoroquinolones yet displayed 
high-level resistance to most other aminoglycosides and β-lactams (including carbapenems), a 
resistance phenotype that is becoming common in Brazil. 
 
IMP-16 kinetics showed the enzyme hydrolyzed β-lactams less efficient than 
IMP-1 (Table 3). However, similar to other IMP variants, IMP-16 demonstrated an overall 
preference for cephalosporins and carbapenems rather than penicillins. The poor hydrolytic 
activity of IMP-16 towards piperacillin (0.09μM-1·s-1) was consistent with the relatively low 
increase in the MIC value showed by the E. coli harboring pREM-4 recombinant plasmid for that 
antimicrobial. IMP-16 kcat/ Km values for penicillins showed very similar results, from 0.09 to 
0.13μM-1·s-1, which may suggest that the structure of the C-6 side chain, which varies among 
penicillins, did not affect the IMP-16 hydrolytic activity. 
 
The kinetic data also revealed a lower kcat/ Km value for imipenem (0.36μM-1·s-1), 
essentially due to a higher Km value. Other IMP variants, such as IMP-3 and IMP-12, also 
showed similar values (0.08 and 0.26μM-1·s-1, respectively), apparently due to the S262G 
substitution (8, 15). This amino acid mutation was not present in the IMP-16 and there were no 
other amino acid changes present in the IMP-3, IMP-12 and IMP-16, which were absent in the 
other IMP variants with higher imipenem hydrolysis. However, IMP-16 showed six unique amino 
acid substitutions (Figure 3), which included the V74F, located seven residues after the IMP 
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loop site, and the T122S just adjacent to the zinc ligand Asp120, and they may have contributed 
to that behavior. 
 
The 5’ region of the contiguous gene, aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ located downstream 
from blaIMP-16, was associated with a shortened 59-be. To date, there has been only three cases 
where a complete cassette was also found in an alternative form with a shorter 59-be (30). The 
aac(6’)-30 was the second case where the complete version of the gene has not yet been found 
(33). It appears likely that the creation of the short aac(6’)-30 59-be occurred through miss-
reading of the 2L sequence for the natural core sequence during an excision event as 
previously described (49). Given the short 59-be it is possible that the aac(6’)-30 and aac(6’)-Ib’ 
gene was “fused” and may move as a single unit on excision. 
 
The E. coli harboring pREM-1 [AAC(6’)-30] recombinant plasmid did not 
demonstrate an obvious resistance profile; however, a slight increase in the aminoglycoside 
MIC values was observed suggesting its complete form may be functional and expressed an 
AAC(6’)-I phenotype. This phenotype can be inferred since (i) this class of proteins is more 
active against tobramycin and amikacin than gentamicin (42) and (ii) the AAC(6’)-30 revealed a 
large number of the same conserved residues present in all related members of the AAC(6’) 
family (motifs A, B, E and F) (Figure 4). However, like AAC(6’)-29a and AAC(6’)-29b, the 
AAC(6’)-30 did not contain the conserved motif G, commonly present in most of the AAC(6’) 
subfamily members (24), probably due to a truncation event in the C-terminal region of these 
proteins (Figure 4) (32). 
 
MIC comparisons among the three E. coli harboring the recombinant plasmids 
showed that pREM-2 [AAC(6’)-30/AAC(6’)-Ιb’] conferred a broad aminoglycoside-modifying 
enzyme activity and similar resistance profile when compared with those of the index strain 
(101-4704). E. coli harboring the pREM-2 plasmid showed MIC values between two- and four-
fold higher than those observed for pREM-1 [AAC(6’)-30] and pREM-3 [AAC(6’)-Ιb’]. The 
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phenotype expressed by pREM-2 recombinant strain may be characterized as an AAC(6’)-II 
type with an additional decreased susceptibility to amikacin. 
 
Although it still not clear, this phenotype expressed by pREM-2 recombinant 
strain may be due to the expression of the fused enzyme [AAC(6’)-30/AAC(6’)-Ιb’] alone or even 
its expression accompanied by the additional expression of the AAC(6’)-Ib’, since the aac(6’)-Ib’ 
contained its own promoter and ribosome-binding site, essential for transcription and 
translation. Thus, the aminoglycoside resistance profile may be maximized due to the 
expression of both proteins leading to a synergic effect. However, pREM-2 recombinant strain 
showed MIC values for gentamicin and amikacin four-fold higher when compared to the pREM-
1 and pREM-3 suggesting the activity of a unique protein rather than the additive effect of two 
enzymes. 
 
The association of mobile MβL genes with aminoglycoside resistance genes has 
become very common. blaIMP, blaVIM and the recent blaGIM-1 (M. Castanheira, R.E. Mendes, F. 
Schmitz, M.A. Toleman, R.N. Jones and T.R. Walsh. 43rd Intersci. Conf. Antimicrob. Agents 
Chemother. Abstr. C1-669, p.76, 2003), all represent MβL genes associated with 
aminoglycoside-modifying enzymes. The exception among MβL genes was blaSPM-1, which did 
not appear to be associated with an integron (34, 48). In the majority of cases the 
aminoglycoside resistance genes appear to be functional and confer significant resistance. 
Their mobilizations with β-lactamase genes conferring broad-spectrum β-lactam resistance, and 
the fact that both class of enzymes cannot be neutralized by clinically available enzyme 
inhibitors presents a situation of great concern regarding the treatment of infections caused by 
multi-drug resistant Gram-negative bacilli. 
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Table 1. Bacterial strains and plasmids used in this study. 
Strain Genotype/phenotype Source 
P. aeruginosa 101-4704 Carbapenem-hydrolyzing clinical isolate This study 
Rifampin resistant P. aeruginosa
pA01 algU
+ algD+ algW+ mucD+ Alg-wt rifr (14) 
Rifampin resistant E. coli K-12 Rifr, Nalr This study 
XL10-Gold® Kan E. Coli cell Tetr .(mcrA)183 .(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 
Hte [F´ proAB  lacIqZ.M15 Tn10 (TetR) Tn5 (KanR) Amy]. Stratagene 
E. coli DH5α SupE44 ΔlacU169 (Ф80lacZΔM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1 (48) 
Plasmid   
pPCRScriptCam SK+ Chloramphenicolr Stratagene 
pREM-1 819-bp PCR product from aac(6’)-30 cloned into pPCRScriptCam SK+ This study 
pREM-2 1429-bp PCR product from aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ cloned into pPCRScriptCam SK+ This study 
pREM-3 748-bp PCR product from aac(6’)-Ib’ cloned into pPCRScriptCam SK+ This study 
pREM-4 1817-bp PCR product from blaIMP-16 and aac(6’)-30 cloned into pPCRScriptCam SK+ This study 
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Table 2. Antimicrobial susceptibility profile of the blaIMP-16 – carrying P. aeruginosa 101-4704 clinical isolate, E. coli DH5α harboring recombinant 
plasmid pREM-1, pREM-2, pREM-3, pREM-4 and the recipient strain E. coli DH5α. 
MIC (μg/ml) Class/  
Antimicrobial Agents P. aeruginosa
101-4704 
E. coli DH5α 
(pREM-1) aac(6’)-30 
E. coli DH5α (pREM-2) 
aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ 
E. coli DH5α 
(pREM-3) aac(6’)-Ib’
E. coli DH5α 
(pREM-4) blaIMP-16 
E. coli DH5α 
β-lactam       
Benzyl-penicillin >256 ––a ––a ––a 64 0.5 
Ampicillin >256 ––a ––a ––a 128 2 
Amoxacillin /Clavulanate >256/>128 ––a ––a ––a 128/64 2 
Aztreonam 4 ––a ––a ––a 1 0.5 
Ceftazidime >256 ––a ––a ––a 32 0.06 
Cefotaxime >256 ––a ––a ––a 64 0.12 
Piperacillin 32 ––a ––a ––a 4 1 
Piperacillin /Tazobactam 4/4 ––a ––a ––a 4/4 0.5 
Ticarcillin 128 ––a ––a ––a 128 2 
Ticarcillin /Clavulanate 128 ––a ––a ––a 128 2 
Cefepime 64 ––a ––a ––a 4 0.06 
Imipenem 256 ––a ––a ––a 0.5 0.12 
Meropenem 128 ––a ––a ––a 0.25 0.06 
Aminoglycoside       
Gentamicin 16 1 4 1 ––a 0.25 
Amikacin 4 2 8 2 ––a 0.5 
Kanamycin 128 8 32 16 ––a 0.5 
Neomycin 8 4 8 2 ––a <0.25 
Netilmicin 128 1 4 2 ––a 0.5 
Sisomicin 64 1 4 4 ––a <0.25 
Isepamicin 2 1 1 1 ––a 0.12 
Tobramycin 32 4 8 8 ––a 0.25 
a – Not applicable. 
Artigos 
 
50
Table 3. Kinetic parameters of the purified IMP-1, IMP-2, IMP-12 and IMP-16. 
IMP-1 (20) e IMP-2 (37) e IMP-12 (8) e IMP-16 Antimicrobial 
Agents kcat 
(s-1) 
Km 
(μM) 
kcat/ Km
(μM-1·s-1)
kcat 
(s-1) 
Km 
(μM) 
kcat/ Km 
(μM-1·s-1)
kcat 
(s-1) 
Km 
(μM) 
kcat/ Km 
(μM-1·s-1)  
kcat 
(s-1) 
Km 
(μM) 
kcat/ Km
(μM-1·s-1)
Penicilllin 320 520 0.62 __b __b __b __b __b __b  800 7805 0.10 
Ampicillin 950 200 4.8 23 110 0.21 18 1500 0.012  137 1065 0.13 
Carbenicillin NDa NDa 0.02 252 700 0.36 3.7 175 0.021  433 3331 0.13 
Cloxacillin __b __b __b __b __b __b __b __b __b  33 380 0.09 
Piperacillin NDa NDa 0.72 __b __b __b NDa NDa 0.023  250 2804 0.09 
Nitrocefin 63 27 2.3 275 95 2.9 570 72 7.9  1166 115 10.2 
Cephalothin 48 21 2.4 __b __b __b 118 16 7.4  77 42 1.8 
Cefuroxime 8 37 0.22 __b __b __b 61 7 8.7  52 49 1.06 
Cefoxitin 16 8c 2 7 7 1.0 __b __b __b  NHd NDa NDa 
Ceftazidime 8 44 0.18 21 111 0.19 6.7 15 0.45  13 87 0.15 
Cefotaxime 1.3 4c 0.35 __b __b __b 56 22 2.5  35 36 0.97 
Cefepime 7 11c 0.66 4 7 0.57 15 26 0.58  20 88 0.23 
Imipenem 46 39 1.2 22 24 0.92 240 920 0.26  133 365 0.36 
Meropenem 50 10 0.12 1 0.3 3.3 9.5 7.2 1.3  23 72 0.32 
Aztreonam <0.01 >1000 <1x10-5 NHd NDa NDa NHd NDa NDa  NHd NDa NDa 
aND. data could not be determined. 
b. data not available. 
c. Km was obtained as the Ki value. 
dNH. No hydrolysis detected. 
e. The corresponding reference for the previously measured enzyme. 
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Figure 1. Schematic representation of the class 1 integron containing blaIMP-16 gene cassette 
from P. aeruginosa 101-4704 clinical isolate. Inserted genes are indicated by boxes and the 
arrows indicate their transcriptional orientation. The 59-be’s are represented by black circles 
and the attI1 recombination site by white circle. The DNA of the inserts contained within the 
recombinant plasmids pREM-1, pREM-2, pREM-3 and pREM-4 are represented by lines. The 
arrowheads represent the primer positions and their orientation. M represents the start codon 
and asterisk indicates the location of the stop codon for the particular gene. 
 
 
3’-CS 
intΙ1 blaIMP-16 aac(6’)-30/aac(6’)-Ib’ aadA1 qacEΔ1 
5’-CS 
pREM-1 
pREM-2 
pREM-3 
pREM-4 M M 
M *
* *
M *
*M 
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1    GGT TCG AAT GTC GTA ACC GCT GCG GAG CAA GGC CGT CGC GAA CGA GTG GCG GAG GGT GTG 
       T   R   I   D   Y   G   S   R   L   L   A   T   A   F   S   H   R   L   T   H 
 
61   CGG TGT GGC ------------//------------- ACG GAT GAA GGC ACG AAC CCA GTG GAC ATA 
       P   T   A                               R   I   F   A   R   V   W   H   V   Y 
 
781  AGC CTG TTC GGT TCG TAA GCT GTA ATG CAA GTA GCG TAT GCG CTC ACG CAA CTG GTC CAG 
       A   Q   E   T   R   L   S   Y   H   L   Y   R   I   R   E   R   L   Q   D   L 
 
841  AAC CTT GAC CGA ACG CAG CGG TGG TAA CGG CGC AGT GGC GGT TTT CAT GGCTTGTTATGA 
       V   K   V   S   R   L   P   P   L   P   A   T   A   T   K   M 
 
901  CTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGT 
 
961  GGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAA 
 
1021 AACAAAGTTAGAAAAGGGCGAGT ATG AAA AAA TTA TTT GTT TTA TGT ATC TTT TTG TTT T 
M   K   K   L   F   V   L   C   I   F   L   F   C 
1081 GT AGC ATT ACT GCC GCA GGA GAG TCT TTG CCT GAT TTA AAA ATT GAG AAG CTT GAA GAC G 
        S   I   T   A   A ║ G   E   S   L   P   D   L   K   I   E   K   L   E   D   G 
1141 GT GTT TAT GTT CAT ACA TCG TTT GAA GAA GTT AAC GGT TGG GGT GTT GTT ACT AAA CAC G 
        V   Y   V   H   T   S   F   E   E   V   N   G   W   G   V   V   T   K   H   G 
1201 GT TTG GTG TTT CTT GTA AAC ACA GAC GCC TAT CTG ATT GAC ACT CCA TTT GCT GCT AAA G 
        L   V   F   L   V   N   T   D   A   Y   L   I   D   T   P   F   A   A   K   D 
1261 AC ACT GAA AAG TTA GTA AAT TGG TTT GTG GAG CGC GGT TAT AAA ATA AAA GGC AGT ATT T 
        T   E   K   L   V   N   W   F   V   E   R   G   Y   K   I   K   G   S   I   S 
1321 CC TCA CAT TTT CAT AGC GAC AGC TCG GGT GGA ATA GAA TGG CTT AAC TCT CAA TCT ATT C 
        S   H   F   H   S   D   S   S   G   G   I   E   W   L   N   S   Q   S   I   P 
1381 CC ACG TAT GCA TCT GAA TTA ACA AAC GAA CTT CTT AAA AAG AAC GGT AAG GTG CAA GCT A 
        T   Y   A   S   E   L   T   N   E   L   L   K   K   N   G   K   V   Q   A   K 
1441 AA AAC TCA TTT AGC GGA GTT AGT TAT TGG CTA CTT AAA AAT AAA ATT GAA ATT TTT TAT C 
        N   S   F   S   G   V   S   Y   W   L   L   K   N   K   I   E   I   F   Y   P 
1501 CG GGC CCT GGG CAC ACT CAA GAT AAC GTA GTG GTT TGG TTG CCT GAA AAG AAA ATT TTA T 
        G   P   G   H   T   Q   D   N   V   V   V   W   L   P   E   K   K   I   L   F 
1561 TT GGT GGG TGT TTT GTT AAA CCG TAC GGT CTT GGA AAT CTC GAT GAT GCA AAT GTT GAA G 
        G   G   C   F   V   K   P   Y   G   L   G   N   L   D   D   A   N   V   E   A 
1621 CG TGG CCA CAT TCT GCT GAA ATA TTA ATG TCT AGG TAT GGT AAT GCA AAA CTG GTT GTT C 
        W   P   H   S   A   E   I   L   M   S   R   Y   G   N   A   K   L   V   V   P 
1681 CA AGC CAT AGT GAC GTC GGA GAT GCG TCG CTC TTG AAG CTT ACA TGG GAG CAG GCT GTT A 
        S   H   S   D   V   G   D   A   S   L   L   K   L   T   W   E   Q   A   V   K 
 
1741 AA GGG CTA AAA GAA AGT AAA AAA CCA TCA CAG CCA AGT AAC TAA TTTTCTAACAAGTCGC 
        G   L   K   E   S   K   K   P   S   Q   P   S   N   * 
 
1801 TCAAGCATCGCGCACTTCGTGCGCTGGACAGTTTTTAAGTCGCAGTTTTGTGGTTTTGCT 
 
1861 GCGCAAAAGTATTCCACAAAACTACAACTTAAAAACTGCC GCTTAGCTCGGCGTTAGGTG 
 
1921 GCGAAA ATG ACA TTC CTG ATC CGA CCC GTA GAA CAA AGT GAC GCT GAA TCT TGG GAG CGC 
             M   T   F   L   I   R   P   V   E   Q   S   D   A   E   S   W   E   R 
1981 TTA CGC AAC CTT TTG TGG GAG GGC GAC GAC CAC AAA AGC GAG ATC ACA CAA TTC TTC AAC 
     L   R   N   L   L   W   E   G   D   D   H   K   S   E   I   T   Q   F   F   N 
2041 GGC GAA GTA GAA GAA CCC AAT GAA GTG TTG CTT GCC GTA ACC GAA GAA AAT GAT GCA ATA 
     G   E   V   E   E   P   N   E   V   L   L   A   V   T   E   E   N   D   A   I 
2101 GCG CAC ATC GAG CTA TCG TTG AGG TAT GAC ATT GAT GGC TTG ACG GGC ATC AAG ACC GGT 
     A   H   I   E   L   S   L   R   Y   D   I   D   G   L   T   G   I   K   T   G 
2161 TAC ATC GAA GGC CTT TTT GTA GAG GAG CGG CAC CGT GCC GCA GGT GTA GTC CTC AAG CTA 
     Y   I   E   G   L   F   V   E   E   R   H   R   A   A   G   V   V   L   K   L 
2221 TTG CGA GCC GCA GAG TTC TGG GCA AGA GAT CAA GGA TGT CTG GCG TTT GCC TCA GAC AGG 
     L   R   A   A   E   F   W   A   R   D   Q   G   C   L   A   F   A   S   D   R 
 
2281 GAT GAT CGT GTC ATC ATC TAT GCT CGC TAC ACG GGA GCG CCA CCT AAC AAT TCA TTA GGC 
     D   D   R   V   I   I   Y   A   R   Y   T   G   A   P   P   N   N   S   L   G 
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2341 ATC ACA AAG TAC AGC ATC GTG ACC AAC AGC AAC GAT TCC GTC ACA CTG CGC CTC ATG ACT 
     I   T   K   Y   S   I   V   T   N   S   N   D   S   V   T   L   R   L   M   T 
2401 GAG CAT GAC CTT GCG ATG CTC TAT GAG TGG CTA AAT CGA TCT CAT ATC GTC GAG TGG TGG 
     E   H   D   L   A   M   L   Y   E   W   L   N   R   S   H   I   V   E   W   W 
2461 GGC GGA GAA GAA GCA CGC CCG ACA CTT GCT GAC -------------//------------ ACA CGC 
     G   G   E   E   A   R   P   T   L   A   D                               T   R 
 
2881 CAG GCA TTC GAG CGA ACA CGC AGT GTT GCC TAA CCCTTCCATCGAGGGGGACGTCCAAGG 
     Q   A   F   E   R   T   R   S   V   A   * 
 
2941 GCTGGCGCCCTTGGCCGCCCCTCATGTCAAACGTTAAACATC ATG AGG GAA GCG GTG ATC 
M   R   E   A   V   I 
 
3001 GCC GAA GTA TCG ACT CAA CTA TCA GAG GTA GTT -------------//------------ TTG GAA 
     A   E   V   S   T   Q   L   S   E   V   V                               L   E 
 
3721 GAA TTT GTT CAC TAC GTG AAA GGC GAG ATC ACC AAG GTA GTC GGC AAA TAA TGTCTAACA 
     E   F   V   H   Y   V   K   G   E   I   T   K   V   V   G   K   * 
 
3781 ATTCGTTCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGATGCACTAAG 
 
3841 CACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTG 
 
3901 CATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGATATATC ATG AAA GGC TGG CTT TTT CTT GTT AT 
M   K   G   W   L   F   L   V   I 
 
3961 C GCA ATA GTT GGC GAA GTA ATC GCA ACA ---------------//-------------- AAG TCG CT 
       A   I   V   G   E   V   I   A   T                                   K   S   L 
 
4261 G CGG AGG CCG ACG CCA TGG TGA CG GTG TTC GGC ATT CTG AAT CTC ACC GAG GAC TCC TTC 
       R   R   P   T   P   W   * 
M   V   T    V   F   G   I   L   N   L   T   E   D   S   F 
4321 TTC GAT GAG AGC C 
     F   D   E   S 
 
 
 
 
 
Figure 2. DNA and amino acid sequence of the blaIMP-16 – carrying integron and its genes. The start and 
stop codon of the ORFs are indicated by horizontal arrows and asterisks, respectively. The 
corresponding predicted protein translation is reported below the DNA sequence. ║ represents the 
putative cleavage site of the signal sequence of IMP-16. The conserved 7-bp core sites located at the 
cassette boundaries and the 7-bp inverse core sites located at the left end of each 59-be are boxed. The 
recombination cross-over sites are indicated by vertical arrows. The 59-be are in italic and their 
conserved sequences are highlighted in bold and labeled 1L, 2L, 2R and 1R. The entire sequence has 
been assigned the accession number AJ584652. 
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IMP-16  G E S L P D L K I E K L E D G V Y V H T S F E E V N G W G V V T K H G L V F L V N T D A Y L I D T P F A A K D T E K L V N W F V E R G Y K I K G S I S S H F H S   
IMP-1   A . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . . A E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-2   . A R . . . . . . . . . . E . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . .   
IMP-3   A . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . . A E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-4   A . P . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . D A E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-5   A . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . . . E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-6   A . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . . A E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-7   . . A . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . . P . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-8   . A A . . . . . . . . . . E . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . .   
IMP-9   . . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . I P . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . . . . . N . . . . . . . . . . R . . . . . . . . . . .   
IMP-10  A . . . . . . . . . . . D E . . . . . . . . . . . . . . . . F P . . . . . V . . . A E . . . . . . . . T . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-11  . A . . . . . . . . . . . E . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-12  . . V . . . . . . . . . . E . . . L . . . . . . . S . . . . . . . . . . . V . . . N . . . . . . . . . T N . . . . . . . A . . . G . . F T . . . . V . . . . . .   
IMP-13  A - - . . . . . . . . . . E . . F . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . T . T . . . . . . . . . . . . . . E . . . T . . . . . . .   
 
 
IMP-16  D S S G G I E W L N S Q S I P T Y A S E L T N E L L K K N G K V Q A K N S F S G V S Y W L L K N K I E I F Y P G P G H T Q D N V V V W L P E K K I L F G G C F V   
IMP-1   . . T . . . . . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . T . . . . . . N . . . V . . . . . V . . . . . . . . P . . . . . . . . . R . . . . . . . . I   
IMP-2   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-3   . . T . . . G . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . T . . . . . . N . . . V . . . . . V . . . . . . . . P . . . . . . . . . R . . . . . . . . I   
IMP-4   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . . . . G . . N . . . V . . . . . V . . . . . . . . P . . L . . . . . . R . . . . . . . . I   
IMP-5   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . . . . . . A . . . . V . K . . . V . . . . . . . . P . . . . . . . . . N R V . . . . . . .   
IMP-6   . . T . . . . . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . T . . . . . . N . . . V . . . . . V . . . . . . . . P . . . . . . . . . R . . . . . . . . I   
IMP-7   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . . . . . . A . . . . V . K . . . . . . . . . . . . P . . . . . . . . . H R V . . . . . . .   
IMP-8   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .   
IMP-9   . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . . Y . . . . . . . . . V . K . . . V . . . . . . . A P . . . . . . . . . N R V . . . . . . .   
IMP-10  . . T . . . . . . . . R . . . . . . . . . . . . . . . . D . . . . . T . . . . . . N . . . V . . . . . V . . . . . . . . P . . . . . . . . . R . . . . . . . . I   
IMP-11  . . T . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . . . . D . . . . . . . . . . . . . . . . V . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . K N . . . . . . . . .   
IMP-12  . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . V . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . N . . . . . . . . .   
IMP-13  . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . . . . . . Y . . . E . . . . . V . . . . . V . . . . . . . . . . . L . . . . . . S . . . . . . . . I   
* * 
* * 
36 50 68 74 116 
120 149 171 196 221 
Artigos 
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IMP-16  K P Y G L G N L D D A N V E A W P H S A E I L M S R Y G N A K L V V P S H S D V G D A S L L K L T W E Q A V K G L K E S K K P S Q P S N                           
IMP-1   . . . . . . . . G . . . I . . . . K . . K L . K . K . . K . . . . . . . . . E . . . . . . . . . . L . . . . . . . N . . . . . . K . . .                           
IMP-2   . . D . . . . . G . . . L . . . . K . . K . . . . K . V K . . . . . S . . . E I . . . . . . . R . . . . . . . . . N . . . . . . . . . .                           
IMP-3   . . . . . . . . G . . . I . . . . K . . K L . K . K . . K . . . . . . G . . E . . . . . . . . . . L . . . . . . . N . . . . . . K . . .                           
IMP-4   . . . . . . . . G . . . L . . . . K . . K L . I . K . . K . . . . . . . . . E A . . . . . . . . . L . . . . . . . N . . . . . . K L . .                           
IMP-5   . . . . . . . . G . . . . . . . . K . . K L . . . K . . K . . . . . . . . . E . . . . . . . . R . L . . . . . . . N . . . . . . K . . .                           
IMP-6   . . . . . . . . G . . . I . . . . K . . K L . K . K . . K . . . . . . G . . E . . . . . . . . . . L . . . . . . . N . . . . . . K . . .                           
IMP-7   . . . . . . . . G . . . L . . . . K . . K L . V . K . . K . . . . . . . . . E . . . . . . . . R . L . . . . . . . N . . . . L . K . . .                           
IMP-8   . . D . . . . . G . . . L . . . . K . . K . . . . K . . K . . . . . S . . . E I . . . . . . . R . . . . . . . . . N . . . . . . . . . .                           
IMP-9   . . . . . . . . G . . . L . . . . K . . K L . . . K . S K . . . . . . . . . . I . . S . . . . . . . . . T . . . F N . . . . S T - T A H                           
IMP-10  . . . . . . . . G . . . I . . . . K . . K L . K . K . . K . . . . . . . . . E . . . . . . . . . . L . . . . . . . N . . . . . . K . . .                           
IMP-11  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . K . I . K . . . . . . . . . . . . . I . . . . . . . . . . . . . . . . . N . . . . - . N T V H                           
IMP-12  . . D . . . . . . . . . L K . . . K . . K . . . . K . . K . . . . . S G . . E I . N . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . L L . . .                           
IMP-13  . . H . . . . . G . . . L . . . . K . . K . . . . K . . K . . . . . S . . . E K . . . . . M . R . . . . . L . . . . . . . . T . S . . .                           
 
 
Figure 3. Amino acid alignment of the IMP-16 protein with those of IMP-types enzymes. Differences in the amino acid sequences are 
noted by insertion of a single letter representing the amino acid change within that particular sequence. Asterisks under the IMP-16 
sequence represent amino acids involved in the coordination of zinc ions, and residues known to not tolerate substitutions are underline. 
References for the each sequence above describe are as follow: IMP-1 (20), IMP-2 (37), IMP-3 (15), IMP-4 (4), IMP-5 (7), IMP-6 (52), 
IMP-7 (13), IMP-8 (51), IMP-9 (EMBL/GenBank accession no. AY033653), IMP-10 (16), IMP-11 (EMBL/GenBank accession no. 
AB074437), IMP-12 (8), IMP-13 (46) and IMP-16 this study. Numbering is according to the BBL scheme (12). 
 
* 
295 263 224 240 
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AAC(6')-30  M T F L I R P V E Q S D A E S W E R L R N L L W E G - - - D D H K S E I T Q F F N G E V E E P N E V L L A V T E E N D A          57 
AAC(6')-29a . S I . - - . . K E Q . . A D . L A . . . . . . L A - - - . . . A . . . E . Y . S . G L . G L V . . . I . R D A T G A .          55 
AAC(6')-29b . S I . - - . . K E Q . . A D . L A . . . . . . L A - - - . . . A . . . E . Y . S . G F . . . A . . . I . R D A T G A .          55 
AAC(6')-Ic  . - I V - - I C D H D N L D A . L A . . T A . . P S G S P E . . R A . M R E I L A S - - P H H - T A F M . R G L D G A F          54 
AAC(6')-If  . D - - - - - - - E A S L S M . V G . . S Q . . P D H S Y E . . I L D S Q H I L S C - - P D K Y V S F . . I N N Q S Q .          51 
AAC(6')-Ig  . N I K - - . A S E A S L K D . L E . . . K . . S D S E - A S . L Q . M H . L L A E - - K Y A L - Q . . . Y S D - H Q .          53 
AAC(6')-Ih  . N I M - - . I S E . Q L S D . L A . . C . . . P D H E - . V . L Q . M R . L I T Q - - A H R L - Q . . . Y . D T Q Q .          54 
AAC(6')-Ij  . N I M - - . . S E . L M A D . L G . . K . . . P D H D - E A . L Q . M Q R L L Q Q - - T Q S L - Q . . . Y S D T Q Q .          54 
AAC(6')-Ik  . N I K - - . A S E A S L K D . L K . . I K . . N D L E - E S . L Q . M H . L L A E - - K H A L - Q . . V Y S D - D H .          53 
AAC(6')-Ir  . K I M - - . . S E P F L A D . L Q . . I . . . P D H E - . A . L L . M R . L L E Q - - P H T L - Q . . S Y N D Q Q Q .          54 
AAC(6')-Is  . N I M - - . I S E . Q L S D . L A . . S . . . P D H E - . A . L L . M R H V L K Q - - T D T L - Q . . V Y S . T Q L .          54 
AAC(6')-It  . H I M - - . I T E . Q L S D . L V . . C . . . P D H E - . A D L Q . M R . L I T Q - - A H C L - Q . . . Y . N T Q K .          54 
AAC(6')-Iu  . N I . - - . I S E . Q L S D . L A . . S . . . P D H E - E A . L Q . M R . L L K Q - - T D T L - Q . . . Y S . T Q H .          54 
AAC(6')-Iv  . K I M - - . I S E . Q L S D . L V . . C . . . P D H E - E Q . L Q . M R . L I T Q - - A H C L - Q . . . Y . D T Q Q .          54 
AAC(6')-Iw  . K I M - - . I S E A L L A D . L Q . . I . . . P D H E - . A . L L . M R . L L T R - - T D S L - Q . . . Y S . T Q Q P          54 
AAC(6')-Ix  . N I M - - . I S E . Q L S D . L A . . S . . . P D H D - . A . L L . M H . L L K Q - - T D T L - Q . . . Y . D S Q Q .          54 
AAC(6')-Iy  . D I R - - Q M N K T H L . H . R G . . K Q . . P . H P D . A . L A D G E E I L Q - - - A D H L A S F I . M A D - G V .          54 
 
AAC(6')-30  I A H I E L S L R Y D - I D G L T G I K T G Y I E G L F V E E R H R A A G V V L K L L R A A E F W A R D Q G C L A F A S         116 
AAC(6')-29a V G . V . . . I . H . - L E E . Q . . . . . . . . . . Y . A P S . . S T D L . R R F . . E S . K . . L E . . . S . . . .         114 
AAC(6')-29b V G . V . . . I . H . - L E E . Q . . . . . . . . . . Y . A P S . . S T D L . R R F . . E S . K . . L E . . . S . . . .         114 
AAC(6')-Ic  V . F A . V A . . . . Y V N . C E S S P V A F L . . I Y T A . . A . R Q . W A A R . I A Q V Q E . . K Q . . . S E L . .         114 
AAC(6')-If  . . F A D A A V . H . Y V N . C E S S P V V . L . . I . . I P E Q . G H . . A K L . V A . V Q D . G V A K . . T E M . .         111 
AAC(6')-Ig  . . M L . A . I . F E Y V N . T E T S P V . F L . . I Y . L P A . . R S . . A T M . I . Q . . V . . K Q F S . T E . . .         113 
AAC(6')-Ih  . . M L . A . I . . E Y V N . T Q T S P V A F L . . I . . L P E Y . R S . I A T G . V Q Q V . I . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-Ij  . . M L . A . I . . E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P D Y . R S . I A T H . V Q Q V . A . . K P F . . I E . . .         114 
AAC(6')-Ik  V G M L . A . I . . E Y V N . T E T S P V A F L . . I Y . L P E Y . R L . . A T L . V . Q V . A . . K Q F S . T E . . .         113 
AAC(6')-Ir  V . M L . A . I . . E Y V N . Q Q S S P V A F L . . I Y . L P E Y . R L . . A S T . V Q Q V . H . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-Is  . . M L . A . I . H E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P E Y . R S . I A T Q . V Q C V . E . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-It  . G M L . A . I . . E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P E Y . R S . I A T G . V Q H V . I . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-Iu  . . M L . A . I . H E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P E Y . R S . I A T Q . V Q C V . E . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-Iv  . . M L . A . I . . E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P E Y . R S . I A T G . V Q H V . I . . K Q F S . T E . . .         114 
AAC(6')-Iw  . . M L . A . I . H E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y . L P E . . R S . I A T Q . V Q Q V . Q . . K Q Y A . T E . . .         114 
AAC(6')-Ix  V . M L . A . I . H E Y V N . T Q T S P V A F L . . I Y I L P E Y . R S . I A T Q . V Q Y V . E . . K Q F A . T E . . .         114 
AAC(6')-Iy  . G F A D A . I . H . Y V N . C D S S P V V F L . . I . . L P S F . Q R . . A K Q . I A . V Q R . G T N K . . R E M . .         114 
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AAC(6')-30  D R D - D R V I I Y A R Y T G A P P N N S L G I T K Y S I V T N S N D F R H T A P S          157 
AAC(6')-29a . . S - . . . . T H R K F A . S A V                                                          131 
AAC(6')-29b . . S - . . . . T H R K F A . S A V                                                          131 
AAC(6')-Ic  . T . I A N L D S Q - - - - - - R L H A A . . F A E T E R . V F - - - Y . K . L - G          146 
AAC(6')-If  . A A L . N H . S . - - - - - - Q M H Q A . . F E E T E R . V F - - - . . K R I A G          144 
AAC(6')-Ig  . A A L . N . . S H - - - - - - A M H R . . . F Q E T E K . V Y - - - . S K K I - D          145 
AAC(6')-Ih  . A A L . N Q . S H - - - - - - A M H Q A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - G          146 
AAC(6')-Ij  . A A L . N R . S H - - - - - - A M H Q A . . F H E T E R . V Y - - - . K K H I - G          146 
AAC(6')-Ik  . A A L . N . . S H - - - - - - A M H R A . . F Q E T E R . V Y - - - . S K K I - D          145 
AAC(6')-Ir  . A A L . N T . S H - - - - - - A M H R A . . F Q E T E C . V Y - - - . K K N I - .          146 
AAC(6')-Is  . A A L E N T . S H - - - - - - A M H R A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - G          146 
AAC(6')-It  . A T L . N Q . S H - - - - - - A M H R A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - G          146 
AAC(6')-Iu  . A A L . N T . S H - - - - - - A M H R A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - .          146 
AAC(6')-Iv  . A A L . N Q . T H - - - - - - A M H Q A . . F Q E T E R . V Y - - - . K K N I - G          146 
AAC(6')-Iw  . A A I . N T . S H - - - - - - A M H Q A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - .          146 
AAC(6')-Ix  . A A I . N T . S H - - - - - - A M H R A . . F H E T E R . V Y - - - . K K N I - G          146 
AAC(6')-Iy  . T S P E N T . S Q - - - - - - K V H Q A . . F E E T E R . I F - - - Y . K R C              145 
 
 
 
Figure 4. Comparison of the deduced amino acid sequences of the AAC(6’)-30 with those members of the AAC(6’) family. Differences in the 
amino acid sequences are noted by insertion of a single letter representing the amino acid change within that particular sequence. Motifs A, B, C 
and D are conserved among all AAC(6’) family, while motifs E, F and G are conserved among most of the members of AAC(6’) subfamily. 
References for each sequence are as follow: AAC(6')-Ic (43); AAC(6')-If (45); AAC(6')-Ig (18); AAC(6')-Ih and AAC(6')-Ij (17); AAC(6')-Ik (38); AAC(6')-Ir, 
AAC(6')-Is, AAC(6')-It, AAC(6')-Iu, AAC(6')-Iv, AAC(6')-Ix and AAC(6')-Iw (39); AAC(6')-Iy (23); AAC(6')-29a and AAC(6')-29b (32); and AAC(6')-30 (this study). 
 
Discussão 
 
58 
5 .  D I S C U S S Ã O .  
Diante da considerável redução das taxas de sensibilidade aos 
carbapenens e dos possíveis eventos de recombinação genética descritos 
anteriormente, os quais são responsáveis pela disseminação de genes de resistência a 
MβL e aminoglicosídeos, a P. aeruginosa multirresistente tornou-se um problema de 
importante impacto clínico. Os dois trabalhos apresentados nesta tese mostram o 
encontro de MβLs que, até então não haviam sido relatados em espécimes clínicos 
isolados na América Latina, sendo que a IMP-16 foi amplamente caracterizada por ser 
considerada uma nova variante. 
Variantes alélicas de blaIMP apresentam conteúdo G+C de 36% a 39,3%; 
variantes blaVIM apresentam, em média, 55%; SPM-1 47,6%; e GIM-1 41%. Baseado 
nesse fato, pode-se aferir que as seqüências em questão muito provavelmente não são 
provenientes do genoma de P. aeruginosa, visto que o genoma dessa espécie 
apresenta conteúdo G+C entre 60,1% e 69,5% (Poirel et al., 2000c). Diante desses 
dados genéticos, pode-se inferir que existe um “pool” desses genes com distribuição 
geográfica e variações alélicas particulares para cada MβL. 
Esse “pool” de genes tem origem em outras espécies, as quais são ainda 
desconhecidas, mas provavelmente fazem parte do ambiente nosocomial. 
Eventualmente esses genes provenientes dessas outras espécies são incorporados por 
microrganismos nosocomiais oportunistas. Essa transmissão horizontal pode ocorrer 
via plasmídios e/ou eventos de recombinação aleatórios e, de acordo com a pressão 
seletiva existente no ambiente hospitalar, os microrganismos mais adaptados às 
condições adversas serão selecionados. 
A ocorrência de inúmeros encontros de variantes alélicas de blaIMP em 
integrons de classe 1, sendo que esses integrons apresentam diferentes rearranjos 
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genéticos e foram encontrados em microrganismos geneticamente não relacionados, 
sustenta a hipótese da existência de um “pool” desses alelos, os quais eventualmente 
são incorporados por patógenos nosocomiais oportunistas. 
A enzima IMP parece estar distribuída de forma ampla no globo terrestre, 
e apresenta diversas variações alélicas, no entanto os demais tipos de MβL 
demonstram alguma particularidades. VIM, até o momento, parece estar limitada a 
algumas regiões, principalmente Europa, e suas variações alélicas são mais limitadas. 
GIM e SPM foram, até o momento, encontradas somente em P. aeruginosa e em 
localizações específicas, como Brasil e Alemanha, respectivamente (Poirel et al., 
2004b, Toleman et al., 2002d, Castanheira et al., 2004). 
A presença desses determinantes de resistência em sistemas de 
recombinações é realmente preocupante, uma vez que apresentam grande potencial 
de disseminação. Adicionalmente, a região conservada 3’ de integrons de classe 1 é 
constituída de genes que conferem resistência às drogas cloranfenicol e sulfonamida. 
Esses genes encontravam-se em integrons ancestrais localizados nas primeiras 
posições (logo à montante da integrase), mas, provavelmente, com o passar do tempo, 
devido à ampla utilização dos agentes antimicrobianos, foram permanentemente 
incorporados à estrutura dos integrons. 
Esse fato poderia ter implicações sérias, pois os genes de resistência hoje 
freqüentemente encontrados nas primeiras posições, tais como genes que codificam 
resistência à MβL e aminoglicosídeo, poderiam vir futuramente a fazer parte da região 
3’ CS, assim como o fizeram os genes qacEΔ1 e sul1, acarretando resistência 
intrínseca à classe de antibióticos para o qual esses genes conferem resistência. 
Trabalhos posteriores aos apresentados nesta tese, porém ainda não 
publicados, mostram que o integron que abrigava blaIMP-16 estava inserido em um 
Discussão 
 
60 
transposon. Essa estrutura genética tem capacidade de promover sua auto-mobilização 
e, então, torna-se capaz de melhorar a eficiência de mobilização dos genes cassetes já 
contidos em integron de classe 1. Evidências da ocorrência de eventos genéticos de 
recombinação foram observadas posteriormente em sete amostras de Acinetobacter 
spp. e uma amostra de P. aeruginosa isoladas de pacientes internados no Hospital São 
Paulo. Essas amostras abrigavam o mesmo integron, o qual continha genes de MβL e 
aminoglicosídeos, porém os integrons localizavam-se em diferentes estruturas 
genéticas (Mendes et al., 2004c). 
Com relação aos genes que codificam resistência aos aminoglicosídeos 
reportados no segundo trabalho apresentado nesta tese, até o presente momento 
houve duas outras ocasiões do encontro de genes de aminoglicosídeos fundidos entre 
si, ocasionados provavelmente devido a erros durante eventos de recombinação 
(Dubois et al., 2002b, Ferretti et al., 1986). O fato provavelmente fará com que esses 
genes sejam, no futuro, mobilizados mutuamente, conferindo resistência a um número 
ainda maior de agentes antimicrobianos. 
Os achados relatados mostram a real capacidade de disseminação dos 
elementos genéticos em estudo e são bastante preocupantes, uma vez que esses 
eventos poderiam alcançar maiores proporções de disseminação, incluindo 
disseminação entre diferentes espécies. Isto causaria um forte impacto clínico, pois 
limitaria as opções terapêuticas para os casos de infecção nosocomial causada por 
BGN-NF e membros da família de enterobactérias. Diante das evidências, faz-se 
necessário um alerta aos laboratórios de microbiologia clínica e demais profissionais 
envolvidos para manterem-se atentos e instituírem métodos que possam auxiliar a 
detecção de microrganismos produtores de MβLs. 
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O fato de MβLs terem como característica a necessidade de íons 
divalentes (i.e. Zn+2), atuando como co-fator para a reação de hidrólise, permite com 
que essas enzimas possam ser detectadas por meio de testes fenotípicos, os quais 
utilizam um agente quelante durante o processo. A metodologia de disco-aproximação 
desenvolvida por Arakawa e colaboradores (Arakawa et al., 2000) apresenta boa 
sensibilidade e especificidade e pode facilmente ser empregada no laboratório de 
rotina. Adicionalmente, fitas de Etest incorporadas de imipenem de um lado e imipenem 
em conjunto com EDTA em seu outro lado também podem ser utilizadas, porém 
apresentam custo mais elevado (Walsh et al., 2002). 
Ainda que as medidas para o controle de infecção de microrganismos 
produtores de MβL não estejam bem definidas, algumas evidências sugerem que as já 
conhecidas medidas gerais de controle de infecção, aliadas à racionalização do uso de 
agentes antimicrobianos de amplo espectro poderiam resultar em maiores chances no 
no controle da disseminação destes patógenos (Urban et al., 2003, Livermore, 2002). 
Portanto a implementação de metodologias fenotípicas para detecção 
precoce de MβLs em conjunto com a racionalização do uso de agentes antimicrobianos 
de amplo espectro poderiam auxiliar na contenção da disseminação dos genes de 
resistência, uma vez que, diante da capacidade de recombinação dessas estruturas 
genéticas, esses genes continuarão a surgir caso a pressão seletiva sobre a microbiota 
nosocomial seja mantida. 
Programas de vigilância epidemiológica, tal qual SENTRY, podem auxiliar 
na monitoração da resistência bacteriana em determinados locais, no entanto 
programas como esse também apresentam como desvantagem o fato de não 
possibilitarem a monitoração concomitante de um grande número de centros médicos. 
Sendo assim, Brasil, país de proporção continental, permanace descoberto, ainda que 
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com a atuação de alguns desses programas, o que demonstra a real necessidade da 
implementação de programas nacionais e mais abrangentes, o que permitiria avaliar as 
diferenças epidemiológicas entre as suas distintas regiões geográficas. 
Programas nacionais e mais abrangentes possibilitariam não somente a 
real monitoração da resistência bacteriana, mas, juntamente com estudos científicos, 
objetivando determinar e/ou caracterizar os elementos genéticos (integrons e 
tranposons) responsáveis pela disseminação desses genes, permitiriam melhor 
compreensão do mecanismo, regulação e dos fatores que influenciam a recombinação 
genética. Isso certamente poderia auxiliar no controle de disseminação dos genes de 
resistência, bem como daqueles que surgirão em decorrência do uso de novos 
antibióticos. 
Adicionalmente, esforços com o intuito de melhor caracterizar MβLs 
poderiam também auxiliar o desenvolvimento de inibidores efetivos para uso clínico 
durante tratamento de infecções causadas por bactérias produtoras dessas enzimas, 
da mesma forma como foram desenvolvidos inibidores para as ESBLs (ácido 
clavulânico, o tazobactam e o sulbactam). 
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